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Uber die Indoxylentstehung aus o-Nitroacetophenon 
im tierischen Organismus. 
Von 
F. Bohm. 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstatte der Allg. Pensionsanstalt 
in Neu Schmecks, C.S.R.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1938.) 


In einer a. a. O. erschienenen Arbeit‘) wurde das o-Nitro- 
acetophenon als neue Verbindung angegeben, nach deren peroraler 
Verabreichung beim Kaninchen eine Mehrausscheidung an Indikan 
bzw. Indoxyl eintritt.. Uber Bilanzversuche berichtet die folgende 
Tabelle, aus der auch die GréBenordnung der Indikanvermehrung 
ersichtlich ist. Sie ist viel geringer als nach Verabreichung der 
o-Nitrophenylpropiolsiure, die nach meinen Untersuchungen!) bis 
zu 64°/, zu Indoxyl wird. Die Versuchstiere wurden etwa 10 Tage 
lang vor dem Bilanzversuch mit 400g Kraut und 200 ¢ Karotten 
ernihrt. Das Indikan wurde photometrisch’) mittels der Rose- 
Extonschen Reaktion bestimmt, es soll aber bemerkt werden, 
daB die Zunahme der Indikanausscheidung selbstverstiindlich auch 
mit der Obermeyerschen Reaktion nachgewiesen werden kann. 





Indikanaus- Belastet mit Indikanaus- 











Nr. scheidung pro Tag] Nitroaceto- | scheidung pro Tag al 

vor Belastung phenon nach Belastung | *° cidung 

1 2,43 mg 1223 mg 16,7 mg 14,27 mg 
2 4,02 1223 24,5 20,5 
3 5,05 1417 16,7 11,6 
4 3,5 1221 22,1 18,6 
4) 3,15 2422 29 25,8 

6 5,47 2438 42,5 87 

7 3,95 (1,36 mg-/,) | 2480 27,5 (7,15 mg-%/,) | 23,5 
8 5,28 (1,6 )] 2402 35,6 (10,7 )} 30,3 
9 5,0 (1,39 )}| 2404 80,4 (7,8 )| 25,4 
10 5,9 (1,36 )} 24038 33,3 (6,4 )] 27,3 
Mensch | 45,0 608 79,6 34,6 
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Im folgenden wurde versucht, den Mechanismus der Indikap- 
entstehung im tierischen Organismus klarzustellen. DaB das o0-Nitro- 
acetophenon in vitro in kleinem AusmaBe ein Indoxylbildner isi. 
haben zuerst Bamberger und Elger®) gefunden, die auch fest. 
stellten, daB der Weg iiber das Methylanthranil geht. Es wurde 
nun versucht, in Anlehnung an diese Autoren das Methylanthrani] 
herzustellen, was in schlechterer Ausbeute und in nicht ganz 
analysenreiner Form auch gelang. Leider verbietet der hohe Preis 
des reinen o-Nitroacetophenons ein Experimentieren in gréBerem 
AusmafBe mit diesem Stoff. (10 g kosten 85,— RM.) Nach Ver. 
abreichung von 870 mg des hergestellten Methylanthranils wurde eine 
Mehrausscheidung von 6 mg Indikan festgestellt. Da diese Grige 
noch in die spontane Variationsbreite der Indikanausscheidung 


von auch langere Zeit gleichmiBig ernéhrten Kaninchen fillt}), J 


kann angenommen werden, da8 im Organismus das Indoxy] nicht 
iiber das Methylanthranil gebildet wird. 

Es wurde daher versucht, die Ausscheidungsprodukte nach 
Verabreichung von o-Nitroacetophenon aus dem Urin zu isolieren 
und zu versuchen, von hier aus den Mechanismus der Indoxyl- 
bildung klarzulegen. Ich hielt mich dabei an die Arbeitsweise 
von Inagati4), der das Schicksal des o-Aminoacetophenons im 
Organismus studierte. Kaninchen bekamen nach und nach 10 ¢ 
o-Nitroacetophenon in 2 g-Portionen, in je 2 ccm Athylacetat 
gelést mittels Magensonde. Die gesammelten Urine wurden mit 
Sodalésung alkalisch gemacht und im Schottschen 2 Liter-Per- 
forator mit Ather 24 Stunden extrahiert. Nach Verjagen des 
Athers hinterblieb ein dliger Rest, in dem unveriindert aus- 
geschiedenes o-Nitroacetophenon nach Behandlung mit verdiinnter 
Salzsiure und nachfolgender Alkalisierung nachgewiesen werden 
konnte. Die extrahierten Urine wurden nun mit 5 n-Schwefel- 
siure kongosauer gemacht und wieder 24 Stunden mit Ather 
extrahiert. Der Ather wurde mit 2n-Natronlauge geschiittelt, 
die alkalische, gelb gefarbte Lésung wieder angesiuert und 
abermals mit Ather extrahiert. Es hinterblieb eine blatterige, 
braune Masse, die einige Male aus Alkohol umkrystallisiert, 
dann in wenig Alkohol gelést und mit Wasser bis zur beginnen- 
den Triibung versetzt, spontan verdunstet wurde. Nach Wieder- 
holung dieser Prozedur resultierten nadelartige, schwach gelb 
gefairbte Krystalle, die schwach siiB schmeckten und bei 133° 
schmolzen. Mischschmelzpunkt mit o-Nitrobenzoesaure (Schmelz- 
punkt 146,5°) 140°. 
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10,23 mg Subst.: 18,09 mg CO,, 3,41 mg H,O. — 1,46 mg Subst.: 
0.564 eem N (19°, 742 mm). 


Fiir o-Nitrobenzoesiiure Ber. C 50,28 H 3,02 N 8,38 
Gef. ,, 48,23 ,, 3,73 ,, 8,63. 


Es handelt sich also wahrscheinlich um noch nicht reine 
o-Nitrobenzoesiure. Die Krystalle wurden daher nochmals aus 
Alkohol unter Zusatz von Tierkohle, dann aus Wasser umkrystalli- 
siert. Dabei stieg ihr Schmelzpunkt auf 146° an und sie be- 
standen die Mischprobe. Zu erneuter Analyse reichte die vor- 
handene Menge nicht mehr aus. 

Die extrahierten sauren Urine wurden nunmehr mit Soda- 
lisung neutralisiert und mit Bleiessig gefillt, der Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das eingeengte Filtrat zu 5 °/)- 
Gehalt mit Schwefelsiiure versetzt und 5 Stunden unter Riickflub- 
kiihlung gekocht. Die gelbe Fliissigkeit wurde wieder mit Ather 
extrahiert und der Ather abdestilliert. Nach dem Verdunsten 
des Lésungsmittels blieb immer eine geringe Menge einer braunen, 
schmierigen Masse zuriick, die sich weder krystallisieren, noch 
durch Destillation und Dampfdestillation reinigen lieB und so 
keine definierbare Ausbeute lieferte. Es diirfte sich um diejenigen 
amorphen Schmieren handeln, die nach Harnextraktionen zuriick- 
bleiben. 

Wir sehen also, daB sich o-Nitroacetophenon in zweierlei 
Beziehung im Tierkérper ebenso wie o-Aminoacetophenon verhilt; 
ein Teil wird unveriindert ausgeschieden, ein Teil zur o-Nitro- 
benzoesiure analog der o-Aminobenzoesiure oxydativ aufgespalten. 
Als drittes Ausscheidungsprodukt gelang es Inagati o-Amino- 
phenyl-ithylcarbinol zu isolieren. Ich glaube, daB beim o-Nitro- 
acetophenon statt der entsprechenden Carbinolverbindung Indoxy] 
ausgeschieden wird. Dafiir spricht auBer dem Umstand, daB in 
der entsprechenden Fraktion nichts isoliert werden konnte, auch 
schon die GréBenordnung der entsprechenden Ausscheidungen bzw. 
Umwandlungen. Bei Inagati betrug die einmalige gréfte Aus- 
beute an Aminocarbinol nach Verfiitterung von 2 g Aminoaceto- 
phenon-hydrochlorid 50 mg. Die Ausbeute an Indikan, bestimmt 
nach der Rose-Extonschen Reaktion, betrigt nach Verfiitterung 
von 2 g Nitroacetophenon rund 80 mg. Ebenso wie das Amino- 
phenyl-ithylearbinol aus dem Acetophenon durch Reduktion ent- 
standen ist, kann man sich auch das Indoxyl aus dem entsprechen- 
den Acetophenon durch Reduktion entstanden vorstellen, nur 
‘indet diese nicht an der Ketogruppe der Seitenkette statt, sondern 
14* 
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an der NO,-Gruppe unter Vollziehung des Ringschlusses zy, 
Pyrrolring. Die im Acetophenon vorhandene —CO-Gruppe wird 
dann zur f-Gruppe des Indolringes, in der sie dann ebenfalls 
als =CO- (oder =COH)-Gruppe auftritt. 


Weiter spricht fiir die Wahrscheinlichkeit eines ungleichey | 


Verhaltens von Amino- und Nitroacetophenon im Tierkérper such 


der Umstand, da$ nach peroraler Verabreichung von o-Amino- 


acetophenon an Kaninchen keine Vermehrung der Indikanays. 
scheidung eintritt. 

3 Kaninchen, die auf die oben erwihnte Kost gesetzt wurden, 
bekamen o-Aminoacetophenon in iiquivalenter Menge 0,1 n-Natron- 
lauge gelést per os. 

















Indikanausscheidung| Belastet mit _| Indikanausscheidung 
vor der Belastung | Aminoacetophenon| nach der Belastung 
2,74 mg 362 mg 4,18 mg 
10,60 511 10,0 
10,0 905 13,5 








Der Umstand, daB den in vivo indoxylbildenden o-Nitrophenyl- 
verbindungen analoge o-Aminophenylverbindungen in vivo keine 
Indoxylbildner sind, scheint eine allgemeine Regel zu sein. Ich 
will hier aus einer derzeit im Gange befindlichen Untersuchung 
vorliufig mitteilen, daB in ganz analoger Weise nach Verabreichung 
von o-Aminophenyl-propiolsiure iiberhaupt keine Mehrausscheidung 
an Indikan im Urin eintritt, wogegen, wie dies schon Hopype- 
Seyler bekannt war, die o-Nitrophenyl-propiolsiiure sowohl beim 


Menschen, als auch beim Hund und Kaninchen ein starker Indoxyl- } 


bildner ist. Es tritt aller Wahrscheinlichkeit nach auf dem Wege 
zum PyrrolschluB eine heute noch unbekannte Zwischenverbindung 
auf, in der der Sauerstoff der Nitrogruppe, obwohl er zuletzt 
abgestoBen wird, eine unersetzliche Rolle spielt. Uber diesen 
Mechanismus sind weitere Untersuchungen im Gange. 


Literatur. 


Biochem. Z. 290, 163 (1937). 
Klin. Wschr. 15, 1279 (1936). 
Ber. chem. Ges. 36, 1611 (1903). 
Diese Z. 214, 25 (1933). 
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Uber Iso-oxy-koproporphyrin I-ester’), 
Von 


Herbert Libowitzky und Hans Fischer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 1938.) 


Vor einiger Zeit berichteten wir’), dafi es uns gelungen war 
mittels Ascorbinséure und Sauerstoff in Pyridinlésung den Ester 
des Koprohimin I in den blauen Gallenfarbstoff Kopro-glaukobilin- 
esterI@ umzuwandeln. Wir haben im Anschlu8 daran die alten 
Versuche von H. Fischer und F. Lindner’) wieder aufgenommen 


und es ist auch hier gelungen, zu einem krystallisierten Gallen- 


farbstoff zu gelangen. Die spektroskopischen LErscheinungen, 
welche bei dieser Umwandlung beobachtet wurden, sind denen der 
Ascorbinsiureversuche vollig analog; bei Zugabe des Kopro-himin- 
esters zu Hefe in Pyridin—Wasser wird glatt das hellrote Himo- 
chromogen gebildet, darnach tritt bald unter Griinbraunfairbung 
ein Streifen im Rot bei etwa 655 my auf, der sich zusehends ver- 
breitert. Gleichzeitig wird das Hiimochromogenspektrum schwiicher 
und es treten 2 Banden im Griin hervor. Nach etwa 2!/,—3 Stunden 
ist das Hamochromogenspektrum vollig verschwunden und nur 
noch das 3bandige Spektrum des ,,Griinen Koprohimins“ vorhanden. 
Dieses ergibt dann nach Herausarbeitung aus den Zelltriimmern 
der Hefe und Kochen mit methylalkoholischer Salzsiure den 
Kopro-glaukobilinester mit etwa 10°/,iger Ausbeute. 

Bei dem Versuch, die Reaktion mit Ascorbinsiure auf weitere 
Himine zu iibertragen, konnten wir beim Iso-urohimin!I von 
H. Fischer und R.Siebert‘) nur wiederum einen Mi8erfolg ver- 
zeichnen. Der gesuchte Gallenfarbstoff, der besonderes Interesse 


') 20. Mittlg. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 19. Mittlg., Diese Z. 


251, 204 (1938). 


*) H. Fischer u. H. Libowitzky, Diese Z. 251, 198 (1938). 

*) H. Fischer u. F. Lindner, Diese Z. 158, 54 (1926). 

*) H. Fischer u. R. Siebert, Liebigs Ann. 483, 15 (1930); H. Fischer 
u. E.v. Holt (E. Haarer) Diese Z. 229, 96 (1934). 
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hat, weil er einem vielleicht in der Natur auch vorkommendey 
Gallenfarbstoff aus Uroporphyrin 1 weitgehend analog sein miifte, 
entstand nur in Spuren; als Hauptreaktionsprodukt traten un- 
definierbare braune Schmieren auf, wie dies auch friiher schon, 
insbesondere auch beim Tetramethyl-himatoporphyrin-eisensalz 
der Fall war. 

Wie oben angefiihrt, wird sowohl beim Versuch mit Ascorbin- 
siure als auch mit Hefe zunichst das 2 wertige Kisenkomplex- 
salz gebildet, erkennbar an dem scharfen Himochromogenspektrum, 
Hiernach lag es nahe, das Koproester-pyridin-himochromocgen 
krystallisiert darzustellen und die Kinwirkung verschiedener Oxy- 
dationsmittel auf dieses zu untersuchen, um mit mdglichst guter 
Ausbeute zu der Verbindung mit der Absorptionsbande bei 655 mu 
zu gelangen. 

Fiir die Darstellung des Kopro I-ester-pyridin-himochromogens 
bieten sich zwei Méglichkeiten'): 1. Die Einwirkung reduzierender 
Agenzien auf in Pyridin gelésten Koprohimin I-ester und 2. die 
Addition von Pyridin an das Koprol-ester-him. Der erste 
bequemere Weg erweist sich als gut gangbar und man erhiilt 
das Himochromogen leicht durch Einwirkung von verdiinntem 
Hydrazinhydrat auf KoproI-ester-himin. Es ist eine gut kry- 
stallisierte violettrote Substanz, die auch beim Liegen an der 
Luft recht bestandig ist. Als Komplexsalz mit 2 wertigem Hisen 
wird es durch Salzsiure spielend leicht in Porphyrin und Ferro- 
chlorid zerlegt. In Pyridin und Chloroform gelést zeigt es das 
2 bandige Hamochromogenspektrum, welches in letzterem Liésungs- 
mittel rasch unter Braunrotfirbung in das Himatinspektrum 
iibergeht. Bei der Analyse werden nur bei vorsichtigem Ver- 
brennen richtige Werte erhalten, da es in Sauerstoff unter leb- 
haftem Funkenspriihen und Verspritzen verbrennt. Diese Kigen- 
schaften hat es mit dem Meso-dimethylester-himochromogen ‘| 
gemeinsam, unterscheidet sich von diesem aber dadurch, daf es 
auch nach Trocknen bei 55° im Hochvakuum noch 2 Mol Pyridin 
enthilt, wie das Analysenergebnis beweist. 

Versetzt man die Pyridinlésung des Kopro I-ester-himo- 
chromogens mit 2 Mol Benzoyl-peroxyd, so tritt sofort unter 
Farbumschlag nach Braun Himatinbildung ein. Nach Entfernung 
des Pyridins, Spaltung mit Eisessig—Ferroacetat—Salzsiure und 





5) H. Fischer u. H. Orth, Chemie des Pyrrols, II/1, S. 385—386; 
Akademische Verlagsgesellschaft, Leipzig 1937. 
6) H. Fischer, K. Zeile u. A. Treibs, Diese Z. 195, 24 (1931). 











Sal; 
In | 
Kal 
sau 
dre 
geb 
iibe 
Pyr 
ven 
Ein 
wie 
Asc 


und 








nden 
UiBte, 

un- 
hon, 


isalz 


‘bin- 
lex. 
‘um, 
Pen 
\xy- 
uter 
mu 


ens 
der 


die 





Uber Iso-oxy-koproporphyrin I-ester. 911 


Salzsiurefraktionierung wird nur Koproporphyrin I-ester erhalten. 
In gleicher Weise reagiert das Himochromogen auch mit wibriger 
Kaliumpermanganatlésung sowie mit Triphenylmethyl und Luft- 
sauerstoff, wie im experimentellen Teil niher beschrieben. Diesen 
drei Reaktionen ist somit gemeinsam, daB lediglich das komplex- 
gebundene Kisen aus dem 2 wertigen in den 3 wertigen Zustand 
iiberfihrt wird. Wird in die Lésung des Hamochromogens in 
Pyridin Sauerstoff eingeleitet, so zeigt es sich, dab das Himochromo- 
gen auBerordentlich bestindig ist; denn auch nach stundenlangem 








Kinleiten von Sauerstoff ist keine Verinderung festzustellen. So- 
wie man aber hier geringe Mengen eines Reduktionsmittels z. B. 
Ascorbinsiure oder Hydrazinhydrat zugibt, tritt rasch Griinfarbung 
und die Absorptionsbande bei 655 mw auf. 

Dieses eigentiimliche Verhalten li8t darauf schlieBen, dag 
die Reaktion dadurch zustande kommt, daB zunichst bei Ein- 
wirkung des Sauerstoffs auf Ascorbinsiure oder Hydrazinhydrat 
Wasserstofisuperoxyd gebildet wird, welches dann seinerseits mit 
dem Himochromogen reagiert. Da Wasserstoffsuperoxyd bei 
dieser Umwandlung von Himinen eine Rolle spielen kénnte, war 
schon friiher’) vermutet worden. Bei Versuchen mit Leberbrei, 
welche von H.Th.SchreuB und C. Carrié’) unternommen wurden 
und die im Prinzip dem Hefeversuch gleichen, war festgestellt 
worden, daB die Reaktion gleichfalls zur Bildung griiner Farb- 
stoffe fiihrte und dann besonders gut verlauft, wenn durch Er- 
hitzen auf etwa 75° die Katalase zerstért wird. Neuerdings haben 
R. Lemberg und Mitarbeiter’) zeigen kénnen, daB auch die 
oxydative Umwandlung von Himatin in griine Farbstoffe mittels 
Sauerstoff und Ascorbinsaéure durch Zugabe von Katalase teilweise 
hemmbar ist, was einen von H. Th. SchreuB’) bei Leberbrei- 
versuchen erhobenen Befund bestitigt; endlich haben P. Holtz 
und G, Triem ®*) die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd oder labilen 
organischen Peroxyden bei der Autoxydation von Ascorbinsiure 
mit Luminol nachweisen kénnen. 

Die Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Kopro I-ester- 
pyridin-hamochromogen verliuft denn auch vollstiindig abweichend 
von den oben geschilderten Versuchen mit Benzoylperoxyd, Kalium- 
permanganat und Triphenylmethyl. Es stellte sich heraus, daS etwa 


’) Klin. Wsehr. 13, 1670 (1934). 

*) R. Lemberg, B. Cortis-Jones u. M. Norrie, Biochemie. J. 32, 
173, (1938). 
**) Diese Z. 248, 1 (1937). 
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2 Mol Wasserstofisuperoxyd auf 1 Mol Hamochromogen vollstindig 
ausreichen, um bei einer Temperatur von 50—55° in Pyridin- 
lésung das Himochromogen restlos umzusetzen, was am Ver- 
schwinden des charakteristischen Spektrums leicht festgestellt 
werden kann. Die rote Lésung firbt sich hierbei rein griin. Nach 
Abdestillieren des Pyridins im Vakuum und Zugabe kochenider 
methylalkoholischer Salzsiiure zu dem Riickstand krystallisiert in 
schrig abgeschnittenen, braunschwarzen Prismen eine eisen- und 
chlorhaltige Verbindung aus, fiir welche die Struktur eines [so- 
oxy-koproester-chlorhimins bewiesen werden kann. Die Begriindung 
dieser Nomenklatur vgl. 8S. 215 und 216. 

Die Analysen stimmten zunichst nicht gut auf den Eintritt 
von 1 Atom Sauerstoff in das Molekiil. Als Ursache hierfiir konnte 
festgestellt werden, daB sich die Verbindung beim Umkrystalli- 
sieren zersetzt. Es wurde deshalb versucht, Eisen und Chlor ab- 
zuspalten, um zu dem eisenfreien Pyrrolfarbstoff zu gelangen, 
Dieser war zunichst gleichfalls nicht krystallisiert zu erhalten, 
da er sich unter Farbumschlag von Blau nach Braun wihrend 
der Aufarbeitung zersetzte. Aus diesem Grunde wurde versucht 
stabilere Umsetzungsprodukte des Iso-oxy-kopro I-ester-chlor- 
himins zu fassen. 

Betrachtet man die Formel (I) des Kopro I-ester-pyridin- 
himochromogens, so liegt die Annahme nahe, dab als Folge der 
Reaktion mit Wasserstofisuperoxyd eine Oxygruppe an einer Methin- 
briicke entsteht. Es wird ja auch beispielsweise unter allerdings 
etwas gréberen Bedingungen in e-freie Pyrrole mit Wasserstotl- 
superoxyd in Pyridin glatt eine Oxygruppe eingefiihrt®). 





H,C——=PSE") H,C;——PSE 
| | H | | 
gs 
/* : 
I HC lise Fe<--_ (OH + 8EN 
N N / 
\ Xx alae, | ia 
| H || 
PSE——CH, PSE=——CH, 


*) PSE = Propionsiure-ester —CH,CH,COOCH,. 


Darum wurde die Stabilisierung mit Reagentien auf Hydroxy!- 
gruppen versucht. 


*) H. Fischer u. H. Orth, Chemie des Pyrrols, I, 129; Leipzig 1934. 
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Bei der Umsetzung der griinen Pyridinlésung mit Benzoyl- 
chlorid oder Essigsiureanhydrid tritt. rasch Farbumschlag nach 
Braunrot ein unter grundlegender Verinderung des Spektrums. 
Die griine Lésung ist gekennzeichnet durch den bekannten inten- 
siven Absorptionsstreifen im Rot bei 655 my und zwei kaum sicht- 
hare Schatten im Griin. Dieses Spektrum hat gar keine Ahnlich- 
keit mit dem Spektrum der Pyridinlésung eines Chlorhimins. Das 
Spektrum der braunroten Lésung des Acetyl- bzw. Benzoylkérpers 
ist dagegen ein normales 3 bandiges Parahimatin-Spektrum. Ver- 
slichen mit dem Spektrum des Ausgangsmaterials Koprohimin I- 
ester in Pyridin ist lediglich die erste Bande im Rot etwas ver- 
breitert und nach Rot verschoben, wihrend die beiden anderen 
ein wenig nach Blau verschoben sind, so dab das Spektrum nur 
etwas auseinandergezogen erscheint. Die griine Lésung gibt ferner 
mit Hydrazinhydrat ein Hiaimochromogenspektrum, welcnes sehr 
emptindlich ist gegen einen Uberschu8 von Hydrazinhydrat und 
dann fast augenblicklich verblaBt. Von den beiden Banden dieses 
Hiimochromogenspektrums ist IT etwas intensiver als I. Das Himo- 
chromogenspektrum des Acetyl- und Benzoylderivates ist im Gegen- 
satz dazu sehr bestiindig; von seinen beiden Banden ist gleichfalls 
I] viel breiter und intensiver als I. Kin ihnliches Himochromogen- 
spektrum zeigt das Phyllohimin, bei dem das Wasserstoffatom 
einer Methinbriicke durch Methyl substituiert ist. Diese Ahnlich- 
keit ist ein erster Hinweis darauf, daB bei diesen beiden Koérpern 
cleichfalls Substitution an einer Methinbriicke erfolgt ist. 

Ebenso werden Himine vom Phyllotypus erhalten bei Um- 
setzung des Iso-oxy-kopro-ester-chlorhimins mit Phenyl-isocyanat 
oder ¢-Naphthyl-isocyanat (vgl.auch 8.216 und Versuchsteil unter 10). 

Das acetylierte bzw. benzoylierte komplexe Eisensalz wurde 
nicht isoliert, sondern es wurden sofort durch schonende Ab- 
spaltung des komplex gebundenen Hisens nach H. Fischer, 
\. Zeile und A. Treibs?®) die Pyrrolfarbstoffkomponenten dar- 
gestellt. Diese sind normale rote Porphyrine mit vierbandigem 
Absorptionsspektrum, bei dem jedoch die Banden IV und II auBer- 
ordentlich erhéht sind. Durch diesen Typus des Spektrums, den 
sogenannten Phyllotyp nach A. Stern}), sind solche Porphyrine 
ausgezeichnet, welche an einer Methingruppe einen Substituenten 
haben. 


*) Diese Z. 195, 15 (19381). 
4) A. Stern u. H. Wenderlein, Z. physik. Chem. (A) 174, 86 (1935); 
176, 99 (1986). 
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Nach Abzug des Acetyl- bzw. Benzoylrestes stimmen die 
Analysen auf den Eintritt von 1 Atom Sauerstoff in das Molekiil, 
Besonders wertvoll waren auch hier wieder die direkten Sauersto{i. 
bestimmungen nach der Methode von J. Unterzaucher und 
K. Biirger?*), deren Durchfiihrung wir Herrn K. Birger ver. 
danken. Die Existenz eines Acetyl- bzw. Benzoylderivates beweist 
auBerdem noch, daB das Sauerstoffatom in Form einer Hydroxyl. 
gruppe vorhanden ist. Fiir den Eintritt des Acetoxy- bzw. Benz- 
oxyrestes kommt nur ein Kohlenstoffatom einer Methinbriicke in 
Betracht, da man sich nicht gut eine Reaktionsfihigkeit der Wasser- 
stofiatome in den Seitenketten vorstellen kann. Der spektroskopische 
Befund stimmt hiermit vollstindig iiberein. Ks handelt sich hier also 
um den «-Acetoxy- (II) bzw. a-Benzoxy-kopro-porphyrin-ester (III), 





—T * mG PSE 
0 | 
a” ab sedenaemaaaaaremacanneaseaneamennaennara —O a ie 
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H 
eo CH 
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II R = COCH, III R = COC,H, 


Die beiden Porphyrinester sind schén krystallisierte rote 
Kérper, die von anderen Porphyrinen lediglich durch geringere 
Stabilitét ihrer Lésungen abweichen. Diese fairben sich namentlich 
am Licht braun, weshalb bei der Darstellung rasch gearbeitet 
werden muB, Das Benzoyloxyporphyrin ist hierbei etwas stabiler 
und kann darum und auch wegen seiner besseren Krystallisations- 
fahigkeit in etwa 50°/,iger Ausbeute aus den Reaktionsansiitzen 
isoliert werden, ein Hinweis darauf, wie auBerordentlich leicht 
und glatt das Koproester-pyridin-himochromogen mit Wasserstoti- 
superoxyd reagiert. Von den braunen Kérpern wird spiater noch 
die Rede sein. 

Nunmehr wurde auch die Hisenabspaltung aus dem nicht 
substituierten Iso-oxy-kopro I-ester-chlorhimin wieder  aui- 
genommen. Bei Anwendung gréferer Ansiitze und Arbeiten bel 
abgeblendeter kiinstlicher Beleuchtung gelang auch hier die Iso- 
lierung des eingangs erwdhnten blauen. Pyrrolfarbstoffes. Die 
Ausbeute konnte nicht iiber 20°/, d. Th. gesteigert werden, eit 





12) Ber. chem. Ges. 71, 249 (1938). 
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bemerkenswertes Beispiel dafiir, wie sehr die Zersetzlichkeit dieser 
an sich leicht entstehenden Verbindung ihre Isolierung erschwert. 
Die blauen Lésungen sehen fiir das unbewafinete Auge einem 
Gallenfarbstoff der Glaukobilinreihe zum Verwechseln dhnlich. Die 
Lésungen haben jedoch ein eigenartiges 4 bandiges Absorptions- 
spektrum. Dieses erinnert mit seiner extrem starken Rotbande 
und drei weiteren verwaschenen Banden nur noch ganz entfernt 
an ein Porphyrinspektrum. Auch einem Chlorinspektrum ist dieses 
4 handige Absorptionspektrum keineswegs ahnlich; das einzige 
gemeinsame mit einem Chlorinspektrum ist lediglich die starke 
Rotbande. Die blauen Lésungen fluorescieren bei auffallendem 
Tageslicht schwach rot und zeigen im Ultraviolettlicht prichtige 
dunkelrote Fluorescenz. Die Gmelinsche Reaktion ist negativ, 
ebenso die Probe mit Zinkacetat und Jod. 

Die Lésung des neuen Kérpers in 5°/,iger Salzsiiure ist in 
der Durchsicht prachtvoll ultramarinblau mit schwacher violett- 
roter Fluorescenz. Das Spektrum weicht wiederum weit ab von 
einem ,,salzsauren“ Porphyrinspektrum. Von seinen beiden Banden 
ist die erste bei weitem stirker und liegt mit einem Maximum 
bei 619 mu viel weiter im Rot als etwa bei Koproporphyrin. 

Diese Eigenschaften schlieBen Gallenfarbstoffnatur des vor- 
liegenden Kérpers aus. Die, wenn auch von einem gewohnlichen 
Porphyrin stark abweichenden Eigenschaften deuten darauf hin, 
daB hier der Porphinring noch unversehrt ist. Die Analyse 
stimmt ausgezeichnet auf den Eintritt von 1 Atom Sauerstoff in 
das Molekiil. Wegen der abweichenden spektroskopischen 
Kigenschaften dachten wir zunichst, daB hier das primi ent- 
standene «-Oxy-porphyrin ([V) zu einem Keton der Formulierung V 
dehydriert worden wire. 
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Wenn man jedoch die blaue Liésung in Pyridin bei etwa 
0U—60° mit Essigsiureanhydrid oder Benzoylchlorid als Reagentien 
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auf Oxygruppen umsetzt, so farbt sie sich rasch rein rot und 
zeigt das typische Spektrum eines Porphyrins vom Phyllo- 
typus. Die Umsetzungsprodukte wurden mit guten Ausbeutey 
isoliert und waren nach Spektrum, Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzprobe identisch mit Acetoxy- bzw. Benzoxy-kopro I-ester, 

In gleicher Weise gelangt man zu roten Porphyrinen yon 
Phyllotyp, wenn man den blauen Ester mit Phenyl-isocyanat over 
a-Naphthyl-isocyanat bei Wasserbadtemperatur umsetzt. 

Andererseits entstehen beim Verseifen des roten Acetoxy- 
bzw. Benzoxy-kopro-porphyrin-esters mit Natrium-methylat blaue 
Lésungen, spektroskopisch identisch mit Iso-oxy-kopro-porphyrin- 
ester. Somit wird also beim Verseifen des Acetoxy- bzw. Benz- 
oxyrestes die blaue Iso-Verbindung gebildet. 

Darnach ist also der blaue Kérper nicht Dehydrierungsprodukt 
eines Oxy-porphyrins (VI), sondern mit diesem isomer. Die spek- 
troskopischen Erscheinungen des eisenfreien blauen Esters sind 
denen des Oxy-chlorhimins véllig analog: Solange das Wasser- 
stoffatom der Hydroxylgruppe nicht substituiert und frei beweg- 
lich ist, weichen die spektralen Eigenschaften der Oxyverbindungen 
stark ab von denen eines an der Methinbriicke substituierten 
Porphyrins bzw. Himins; wird die Oxygruppe durch Substitutions- 
oder Additionsreaktionen festgelegt, so erhalt man Porphyrine 
bzw. Hamine vom Phyllotyp. Zur Erklirung dieser Vorginge 
nehmen wir Keto-Enol-Tautomerie an, fiir die folgende Formu- 
lierungen VII, VIII und IX aufgestellt werden kénnen. 

Diese Formulierungen sind entstanden durch Wanderung des 
Wasserstofiatoms der «-stiindigen Oxygruppe: In Formel VII nach 
dem Stickstoffatom des Pyrroleninkerns | | Wanderung von Stellung | 
nach Stellung (4), vgl. Formel VI]; in Formel VIII nach dem Kohlen- 
stoffatom der f-Methinbriicke [Wanderung von Stellung (1) nach 
Stellung 6)|; in Formel IX nach dem Kohlenstoffatom der y-Methin- 
briicke [ Wanderung von Stellung (1) nach Stellung(10)]. Die Formu- 
lierung VIJ, welche 3 NH-Gruppen enthilt, bereitet Schwierigkeiten 
fiir die Formulierung der Isomerie bei dem EKisenkomplexsalz; 
ebenso ergibt sie bei Konstruktion im Modell!%) betriachtliche 


Spannungen im Ring. Auch Formel IX bereitet Schwierigkeiten | 


bei der Konstruktion im Modell trotz ihrer anscheinend hohen 
Symmetrie. Formulierung VIII 1labt sich dagegen bequem 


'3) Mit dem Modellbaukasten nach Dr. W. Siedel; vgl. Diese Z. 237, 
8 (1935). 
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konstruieren; lediglich ein Pyrrolkern riickt etwas aus der Ebene 
der drei anderen heraus. Wir sehen somit vorliiufig Formu- 
lierung VIII fiir das beste Konstitutionsbild des blauen Kérpers 
an, den wir als Iso-oxy-porphyrin bezeichnen wollen. Vielleicht 
selingt es auch, den Acetylrest des roten Acetoxy-kopropor- 
phyrin I-esters umzulagern. Dann wiire in dieser Verbindung, 
die blau sein miBte, der Sitz der Acetylgruppe in f- oder 
y-Stellung festgelegt. 
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(Die Seitenketten sind weggelassen worden.) 


In obigen Formulierungen ist ferner der Sitz der Oxygruppe 
willkiirlich an die @-Methinbriicke gelegt worden. Aus Kopro- 
porphyrin I kann wegen der Symmetrie des Molekiils nur eine 
einzige Oxy-Verbindung und nur ein Gallenfarbstoff entstehen. 
Bei unsymmetrisch substituierten Porphyrinen, z. B. dem Meso- 
porphyrin IX, sind 4 Isomere denkbar; jedoch hat eines der 
+ Methinkohlenstoffatome eine Sonderstellung inne, wie das Ver- 
halten des Tetrachlor-meso-porphyrins beweist °°). 

Ks ist uns bisher nicht gelungen, die in den Formeln VIJ—IX 
enthaltene Ketogruppe auch auf chemischem Wege nachzuweisen. 
Minerseits konnten jedoch nur spektroskopische Proben wegen 





'S*) H. Fischer u. H. Rése, Ber. chem. Ges. 46, 2460 (1913). 
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Materialmangels angesetzt werden; andererseits ist bekannt, dag 
auch in den Dipyrrylketonen die Ketogruppe reaktionstrage ist) 
so daB man auch beim MiBlingen der Umsetzung mit Hydroxyl. 
amin und Semicarbazid noch nicht auf Abwesenheit einer Keto. 
gruppe schlieBen darf. 

Die Synthese solcher Ketone war von H. Fischer uid 
H. Orth?) vergeblich versucht worden. Bei der groBen Emp. 
findlichkeit des Iso-oxy-kopro I-esters ist es nicht wahrscheinlic), 
daB solche Ketone die bei Porphyrinsynthesen angewandtep 
Arbeitsginge unversehrt itiberstehen; doch sollen selbstverstindlich 
auch die synthetischen Versuche wieder aufgenommen werden, 

Sehr auffallend ist die Schwierigkeit, mit der sich Iso-oxy- 
kopro J-ester zu Kopro I-ester reduzieren labt. Diese Reaktion 
gelingt nicht mit Zinkstaub und LEisessig oder mit Natrium- 
amalgam in alkalischer Lésung nach Verseifung der Estergruppen, 
Erst die Reduktion mit Natriumamalgam in EKisessig—Methanol, 
welche von den Xanthoporphinogenen iibernommen wurde!*) und 
auch dort als einzige Methode zum Ziel fiihrt, lieferte dem 
spektroskopischen Befunde nach zu schlieBen in guter Ausbeute 
den Kopro I-ester zuriick. 

Eine besonders charakteristische Eigenschaft des Iso-oxy- 
kopro-porphyrinesters ist die enorme Lichtempfindlichkeit seiner 
Lésungen. Unstabil ist vor allem seine Lésung in Pyridin, die 
sich bei Belichtung in wenigen Minuten prachtvoll rotviolett 
fiirbt. Dieser rote Farbstoff hat ibnlich dem roten Gallenfarb- 
stoffketon von H. Fischer und K. Herrle!") ein verwaschenes 
2bandiges Spektrum; im Gegensatz zu diesem Keton jedoch 
ein 4bandiges Spektrum in Chloroform nach Durchschiitteln wit 
25°/,iger Salzsiure. Ein weiterer Gegensatz ist bei der Zink- 
staub—Hisessig-Reduktion vorhanden. Hier wird zwar gleichfualls 
ein gelber Farbstoff erhalten, doch ist dieser kein Gallen- 
farbstoff, weil die Gmelinsche Reaktion negativ ist. Vielleicht 
ist dieses Belichtungsprodukt das Keton (V). Da man durch be- 
lichten in Eisessig—Ather leicht krystallisierte Produkte erhiilt, 
hoffen wir hieriiber bald Naheres berichten zu kénnen. 

Spektroskopisch ist Iso-oxy-kopro-porphyrinester nicht un- 
fihnlich dem Di- und Mono-oxy-mesoporphyrin von H. Fischer, 





14) H. Fischer u. H. Orth, Chemie des Pyrrols, I, 861. Leipzig 1934. 
15) Liebigs Ann. 502, 237 (1933). 

1®) H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 467, 236 u. 244 (1927). 
17) Diese Z. 261, 95 (1938). 
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H. Gebhardt und A. Rothaas?§), welche bei der Einwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd auf Meso-phorphyrin in konzentrierter 
Schwefelsiiure erhalten wurden. Auch erinnert es spektroskopisch 
an den Belichtungskérper von H. Fischer und W. Fréwis’’), 
der seinerzeit als Lichtchlorin bezeichnet wurde?°). Diese Reak- 
tionen, vor allem die Lichtreaktion und die dabei entstehenden, 
braunroten Kérper sollen noch einer eingehenden Bearbeitung 
unterzogen werden. Man findet namlich, daB beim Krankheits- 
bild der Porphyrie hiufig groBe Mengen von bisher noch nicht 
cenau definierten roten und braunen Farbstoffen ausgeschieden 
werden. Es liegt hier im Zusammenhang mit den Versuchen 
von H. Gaffron?}), welcher fand, daB EiweiBlésungen in Gegen- 
wart von Sauerstoff und Porphyrinen bei Lichtbestrahlung oxydiert 
werden kénnen, auBerordentlich nahe zu vermuten, da hierbei 
auch die Porphyrine im erkrankten Organismus oxydiert werden 
kinnen. Die Kenntnis der Kigenschaften dieser roten und braunen 
Farbstoffe wird dann sicher ihre Isolierung bei etwaigem Vor- 
kommen in der Natur sehr erleichtern. 

Nachdem wir zeigen konnten, daB das bei der Kinwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd auf Koproester-pyridin-hamo-chromogen 
entstehende Eisenkomplexsalz ein Iso-oxy-kopro-porphyrinester- 
chlorhimin ist, sollen nunmehr dessen LEigenschaften niher 
hesprochen werden. Vor allem bedarf die Unstimmigkeit bei 
den Analysenresultaten einer Aufklirung. Bei der Analyse 
wurden gefunden 58,19°/, Kohlenstoff und 6,38°/, Eisen. Die 
Theorie erfordert fiir den Eintritt von 1 Atom Sauerstoff 58,85 °/, C 
und 6,84°/, Fe, fiir den Eintritt von 2 Atomen Sauerstoff 57,72°/, C 
und 6,71°/, Fe. Das Priparat war aus Chloroform und 1°/,iger 
methylalkoholischer Salzsiure umkrystallisiert worden. Beim 
weiteren Umkrystallisieren traten 2 Krystallformen auf, bis schlieB- 
lich das Priparat aus feinen braunroten Naidelchen vom Schmelz- 
punkt 258° bestand. Da das Kisensalz selbst keinen gut defi- 
uierten Schmelzpunkt hat, sondern sich lediglich unter Sintern 
ab 250° zwischen 260 und 270° zersetzt, war diese Beimengung 
des neuen braunen Kérpers aus dem Schmelzpunkt nicht zu er- 
kennen. Die Analyse ergab unerwarteter Weise eine Zunahme 


'*) Liebigs Ann. 482, 1 (1930). 
*) Diese Z. 195, 54 u. 73 (1930). 
**) Vgl. hierzu auch A. Stern u. M. DeZelié, Z. physik. Chem. (A) 
179, 284 u. f. (1987). 
*1) Biochem. Z. 179, 157 (1926). 
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im Kohlenstoffgehalt auf 59,58°/,, dafiir war aber das Eisen }j, 
auf eine Spur Asche véllig verschwunden. Dieses Analysen. 
resultat liSt mit seinem Defizit von 7,5°/, im Kohlenstoffgeha| 
gegentiber dem Iso-oxy-kopro I-ester auf einen tiefgreifenden oxy. 
dativen Abbau schlieBen. Hierzu stimmt auch der spektroskopisch: 
Befund; es ist nur noch ein ,,urobilin“-Shnlicher Schatten ay 
der Grenze zwischen Griin und Blau in der braunrot gefirbtey 
Lésung vorhanden. Die Schlesingersche und die Pentdyopent. 
Reaktion?*) sind negativ. Mit diesen Eigenschaften erinnert ey 
wiederum an die undefinierten Harnfarbstoffe bei Porphyric. 

Das Iso-oxy-koproester-himin zeigt folgende Reaktionen dey 
Himine: Es gibt mit Luminol (3-Amino-phthalsiurehydrazid) 
in waBriger schwach alkalischer Pyridinlésung schéne lave 
Chemiluminescenz. Es wirkt als Oxydationskatalysator bei der 
Reaktion von Benzidin in Kisessig mit Wasserstoffsuperoxyd und 
es zeigt Katalasewirkung, indem es Wasserstofisuperoxyd unter 
Sauerstoffentwicklung zersetzt. 

Nunmehr wurde weiter versucht von dem Iso-oxy-koproester- 
himin zu einem Farbstoff mit dem charakteristischen 3 bandigen 
Spektrum eines ,griinen Himins“**) zu gelangen. Beim Versuch, 
das Oxy-hamin mit Wasserstoffsuperoxyd, Kaliumpermanganat 
oder Benzoylperoxyd in Pyridin zu oxydieren, wurden nur braune 
Lésungen erhalten mit verwaschenen Absorptionsbanden um 510 mu. 
Positive Pentdyopentreaktion wurde auch hierbei nicht gefunden. 
Wenn jedoch die Pyridinlésung lingere Zeit an der Luft stehen 
bleibt, tritt das Spektrum des ,,griinen Himins“ langsam _hervor. 
Durch Erwirmen auf etwa 60—70° und Schiitteln mit Sauerstot! 
kann die Reaktion beschleunigt werden. Die mehr olivgriine 
Pyridinlésung wird leuchtend griin mit prachtvollem blutroten 
Dichroismus. Bei spektroskopischer Betrachtung besteht der Unter- 
schied darin, daB sich die erste Bande im Rot verbreitert und 
die beiden Schatten im Griin als scharfe Absorptionsbanden 
hervortreten. Der Versuch, die Sauerstoffaufnahme quantitativ in 
der Apparatur von Warburg und Barcroft zu messen, ergal 
kein zufriedenstellendes Resultat. In triige und schleppend ver- 
laufender Reaktion wird etwa 1 Mol Sauerstoff aufgenommen. [in 
Knick in der Aufnahmekurve bei einem Sauerstoffverbrauch von 





22) K. Bingold, Klin. Wschr. 13, 1451 (1984); 14, 1287 (1935): 
H. Fischer u. A. Miller, Diese Z. 246, 43 (1937). 
78) O. Warburg u. E. Negelein, Ber. chem. Ges. 63, 1816 (1930). 
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0.46 Mol weist daraufhin, daS sich hier nicht nur eine Reaktion 
abspielt. Irgendwelche Fehlerquellen an der Apparatur konnten 
hierfir nicht verantwortlich gemacht werden. Auch wird nach 
Aufnahme von 1 Mol Sauerstoff noch weiter langsam Sauerstoff 
yerbraucht. Damit stimmt tiberein, dai das Iso-oxy-koproester- 
himin bei Wasserbadtemperatur allein durch Einleiten von Sauer- 
stoft in braunlich-griine Farbstoffe umgewandelt werden kann. Da 
das Spektrum des griinen Himins das des Ausgangsmaterials 
iiberdeckt, 14Bt sich auch der Punkt nicht feststellen, bei dem 
dieses quantitativ verbraucht wird. Wird eine Pyridinlésung des 
so erhaltenen griinen Himins zur Trockne eingedampft und der 
Riickstand mit Eisessig und konzentrierter Salzsiure (1:1) auf- 
senommen, danach mit Chloroform versetzt und die iiberschiissige 
Siure mit Wasser weggewaschen, so erhilt man eine griine 
Chloroformlésung mit einem schmalen Absorptionsband im Rot 
bei 640 mu. Nach Zugabe von Pyridin tritt sofort wiederum das 
3 bandige Spektrum des griinen Hiimins auf. Der Abdampfriick- 
stand der Chloroformlésung enthilt Eisen, das nach Veraschung 
als Ferrioxyd iibrigbleibt. Die gleichen Eigenschaften — LEisen- 
gehalt und Nichtabspaltbarkeit des Kisens durch Kisessig—Salz- 
siure — zeigte auch ein krystallisiertes Priparat des griinen 
Hiimins aus Koproester-himin. Danach kann das griine Himin 
nicht ein Verdo-himochromogen, also ein Komplexsalz mit 
2wertigem Eisen sein, wie es R. Lemberg*‘4) angenommen hatte. 

Auch wir hatten uns in unserer ersten Mitteilung’) zu dieser 
Bezeichnung entschlossen, wozu uns hauptsiichlich der Umstand 
verleitet hat, daB die aus den Ansatzen mit Ascorbinsiure ge- 
wonnenen griinen Lisungen sehr wenig stabil waren. [Es ist iiber- 
haupt auffallend, wie sehr die Gegenwart von Ascorbinsaéure und 
ihren Umwandlungsprodukten die Stabilitit der Liésungen und die 
Reaktionsgeschwindigkeit beeinfluBt. Wiahrend z. B. unter Zuhilfe- 
nahme von Ascorbinsiure sich bereits nach 10 Minuten aus 
Koproester-himin das griine Himin bildet?), ist bei den Versuchen, 
die das griine Hiimin aus dem Iso-oxy-koproester-himin mit 
Sauerstoff allein erzeugen, nach 10 Minuten spektroskopisch nur 
eine geringe Menge davon feststellbar.] Wir wollen zur Benennung 
deshalb wieder auf den alten Warburgschen Namen ,,griines 
Himin“ zuriickgreifen. In Wortzusammensetzungen wird auch 
zweckmaBig von der Bezeichnung Verdo-hamin, Verdo-hamatin usw. 

**) Biochemic. J. 29, 1322 (1985). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLV. 
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Gebrauch zu machen sein. Es ist also unser griiner Farbstof 
mit dem Namen Koproester-verdo-himatin zu belegen. 

Kin krystallisiertes Praparat war aus Pyridin—Petroliithe 
erhalten worden; seine groBe ZerflieBlichkeit in Pyridinatmosphiire 
verhinderte jedoch seine Isolierung in gréBerem MaBstabe. ks 
zeigte bei der Spaltung mit Ferroacetat—Eisessig—Salzsiure im 
Ultraviolettlicht rasch voriibergehende Rotfluorescenz. Diese sehr 
vergingliche Lésung ist im Tageslicht griin gefairbt. Man kany 
diesen Umstand als einen Hinweis darauf ansehen, daB auch hier 
noch der Porphinring unversehrt ist. 

Ein Hamochromogenspektrum konnte bisher nicht erhaltey 
werden; die griine Pyridinlésung entfirbt sich bei Zugabe yon 
Hydrazinhydrat fast augenblicklich. 

Bei Benzoylierung der griinen Pyridinlésung des Koproester- 
verdo-himatins ist spektroskopisch lediglich eine Verbreiterung 
und Verschiebung der zweiten Absorptionsbande um etwa 2 mu 
nach Rot zu sehen. Danach enthilt das Verdo-himatin wahr- 
scheinlich eine Oxygruppe. 

Die Umwandlung des Koproester-verdo-himatins in Kopro- 
glaukobilinester erfordert etwa 2—3 stiindiges Kochen mit 20°/, iger 
methylalkoholischer Salzséiure. Die Ausbeuten, bezogen auf Iso- 
oxy-koproester-himin sind nicht gut; im besten Fall wurden bisher 
25°/, d. Th. erzielt, sonst etwa 12—15°/,. 

Auf Grund obiger Befunde enthalt das Verdo-himatin héchst- 
wahrscheinlich noch den Porphinring, der erst beim Kochen mit 
methylalkoholischer Salzsiure hydrolytisch aufgespalten wird. 

Wir halten jedoch indirekte SchluBfolgerungen auf diesem 
Gebiet fiir bedenklich und es wird daher der Beweis fiir die 
Konstitution des griinen Hamins auf direktem Wege zu erbringen 
sein, indem man es krystallisiert faBt und seine Umsetzungen 
studiert. Insbesondere hoffen wir das Kohlenstoffatom jener Methin- 
briicke fassen zu kénnen, welche bei dem Ubergang zum Gallen- 
farbstoff eliminiert wird. 

Wir haben dann einige Versuche angestellt um zu selien, 
ob bei den von uns angewandten Reaktionsbedingungen des Hete- 
und Ascorbinsiureversuches Wasserstofisuperoxyd mit Luminol”’ 
nachgewiesen werden kann. Diese Versuche kiénnen nicht verglichen 
werden mit denen von O. Schales”*‘), einmal wegen Anwendung 





*) K. Gleu u. K. Pfannstiel, J. prakt. Chem. 146, 137 (1936); vgl. 
auch W. Langenbeck u. U. Ruge, Ber. chem. Ges. 70, 367 (1937). 
26) Ber. chem. Ges. 71, 447 (1938). 
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Pyridin. Wir haben Folgendes gefunden: 


Wenn man zu einer leuchtenden Mischung von 0,1°/, Luminol 
in 1°/,iger Sodalésung, Wasserstofisuperoxyd und Koprohaminester 
in Pyridin etwas Ascorbinséure zusetzt, wird das Leuchten augen- 
blicklich fast véllig ausgeléscht. Das noch verbleibende Leuchten 
ist immerhin deutlich stérker als das von Luminol und Hydroper- 
oxyd allein ausgesandte sehr schwache Leuchten. Der Auslischungs- 
effekt ist geringer mit schwermetallfreiem Cystein. Auch Hefebrei 
in Pyridin schwicht das Leuchten erheblich ab. 


Das Luminescenzleuchten tritt schwach auf, wenn man zur 
Luminollésung jene Pyridin-hiamochromogene zusetzt, welche durch 
Zugabe von Hydrazinhydrat oder Hydroxylamin-hydrochlorid in 
vcringem Uberschu& zu einer Pyridinlésung von Koproester-himin 
crbalten werden und darnach Sauerstoff einleitet. Dieses schwache 
Leuchten wird sofort ausgeléscht durch Zugabe von Ascorbinsiure, 
Cystein, und Hefebrei. In diesen Versuchen mit Hydrazinhydrat 
und Hydroxylamin-hydyochlorid wird die Entstehung des Kopro- 
ester-verdo-hamatins beobachtet. 


Werden zur Luminollésung jene Pyridin-himochromogene zu- 
gesetat, welche durch Reduktion mit Ascorbinsiure, Cystein, 
Natriumhydrosulfit und Natriumthiosulfat erhalten werden, so tritt 
das Leuchten mit Sauerstoff von vornherein nicht auf. Ebenso 
tritt es nicht auf bei Zugabe von Hefebrei + Koproester-haimin in 
verschiedenen Stadien der Bildung des Iso-oxy-koproester-himatins 
und des Koproester-verdo-himatins. Kin sehr schwaches und duBerst 
vergiingliches Leuchten wird erhalten, wenn man zu dem Cystein- 
versuch einige Tropfen wiBriger Kupferacetatlésung als Autoxy- 
dationskatalysator zusetzt. 


Nach diesen Versuchen ist es also nicht méglich, mit Hilfe 
von Luminol eine Entscheidung dariiber zu treffen, ob Wasserstoti- 
superoxyd unter unseren Versuchsbedingungen intermediar entsteht, 
da es unter diesen Bedingungen offenbar rascher mit Ascorbin- 
siure, Cystein und reduzierenden Bestandteilen der Hefezellen 
reagiert als mit Luminol. Dagegen glauben wir, daB die leichte 
Umwandlung von Himochromogen in griine Farbstoffe mit ihren 
charakteristischen Absorptionsbanden in Rot gelegentlich mit 
Vorteil dazu herangezogen werden kann, um geringe Konzen- 
trationen von Wasserstoffsuperoxyd bzw. Autoxydationsprozesse in 
reduzierenden Systemen nachzuweisen. 

15* 
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Zum Nachweis der Giiltigkeit des obigen Reaktionsmechanis. 
mus fiir die Umbildung von Himoglobin in Gallenfarbstoffe jy 
der lebenden Zelle ist die Forderung zu stellen, daB gleichzeitig 
das Iso-oxy-hiimin, das Verdo-himin und Gallenfarbstoff nebep. 
einander gefunden werden, wobei der letztere dabei nicht yoy 
vornherein vorhanden sein darf, wie er bei den Leberbrej. 
versuchen von SchreuB und Carrié’) so stérend in Erscheinung 
trat. Aus diesem Gesichtspunkt heraus scheint uns vor allem 
die Untersuchung der Farbstoffe in traumatischen Himatomey 
aussichtsreich?"), Dann wird aber auch nachzupriifen sein, ob nicht 
Iso-oxy-himatin und Verdo-himatin in der Leber in Fiilley 
schwerer Funktionsstérungen gefunden werden kénnen, z. B. beim 
Ubergang eines Stauungsicterus in tidliche akute Leberatrophie, 

Wir wollen zum Schlu8 noch kurz die Frage aufstellen, 
welche Rolle dem Abbau des Himoglobins im Gesamtstoffwechsel 
zukommt. Ks liegt nahe, anzunehmen, daf im Verlauf der reversi))len 


Reaktion Hb + 0, => HbO, 


stets ein kleiner Teil des Himoglobins unter Bildung des Iso- 
oxy-himatins reagiert und daB diese Abbaureaktion als energie- 
liefernde Reaktion gekoppelt ist mit Oxydationsreaktionen, )ei 
denen der Sauerstoft des Oxy-himoglobins fir andere lebens- 
wichtige Reaktionen abgegeben wird. Die Menge des Hiamoglobins, 
welche zum Gallentfarbstofi (und auch anderen Reaktionsprodukten, 
vornehmlich Pentdyopent) abgebaut wird, wiirde dann stets im 
konstanten Verhaltnis stehen zur GréBe der Oxydationsprozesse 
im Organismus iiberhaupt. Fiir physiologische Versuche bietet sich 
jedenfalls ein dankbares Arbeitsgebiet. 


Versuche. 


1. Darstellung von Kopro-glaukobilinester Ia mit Hefe. 125 mg 
Kopro I-ester-himin werden in 500 ccm Pyridin gelést. 500 g_frische 
Branntweinhefe werden mit 300 ccm Wasser und 500 cem Pyridin zu einem 
Brei verriihrt und mit der Lésung des Hiiminesters gemischt. Man list 
1/, Stunde lang einen langsamen Luftstrom durch diesen Ansatz und er- 
wiirmt danach 2'/,—3 Stunden im Wasserbad bei 50° Das graugriine 
Gemisch zeigt danach kein Hiimochromogenspektrum mehr. Zur spektro- 
skopischen Beobachtung wird zweckmifig mit Chloroform ausgeschiittelt 
und zentrifugiert, da die Absorptionsbanden bei Anwesenheit der Zell- 
trimmer nicht scharf genug hervortreten. Die Absorptionsbanden des aus 
der Hefe stammenden Protohiimins werden bei diesen Konzentratious- 








*") Vgl. hierzu auch W. Siedel, Diese Z. 237, 10 (1935). 








verhii 
mang 
glauk 


9 Ans 


Sticks 
und 2 
bilder 
trimn 
stark 

Wass 
holt | 
Mal ¢ 
verfal 
100 @¢ 


schrel 
und 

erhalt 
bleibe 
verbu 
punkt 
hiline: 
22,8 n 


wurde 
gems 


trum 


IV. k 


unver 
dem _ 
Bande 
zweite 
Bande 
des P 


Bande 
bzw. 
hiimin 


chlork 
Zusat: 
5 Min 
gegeb 


etwas 














Uber Iso-oxy-koproporphyrin I-ester. 995 


verhiltnissen tiberdeckt; auch stéren dessen Umsetzungsprodukte wegen 
mangelnder Krystallisationsfihigkeit nicht bei der Isolierung des Kopro- 
glaukobilinesters. Die Reaktion wird durch Eiskiihlung abgestoppt und 
2 Ansiitze miteinander verarbeitet. 

Man schiittelt mit insgesamt 1,2 Liter Chloroform und mit 5 Liter im 
Stickstoffstrom ausgekochtem Wasser, welches 5 °/, Pyridin enthilt, durch 
und zentrifugiert diese Emulsion. Vorsicht wegen der Pyridindimpfe. Es 
pilden sich 8 Schichten aus: Eine obere wiBrige, ein Kuchen aus Zell- 
trimmern in der Mitte und unten die griine Chloroformlésung. Diese zeigt 
stark das Spektrum des Koproester I-verdo-hiimatins*). Das Schiitteln mit 
Wasser und Zentrifugieren wird mit der Chloroformlisung so lange wieder- 
holt bis die Hefezellen fast véllig verschwunden sind, was nach dem fiinften 
Mal der Fall war. Darnach wird die Chloroformlésung nach dem Tropf- 
verfahren im Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand mit 
100 cem 20°/,iger methylalkoholischer Salzsiiure 2 Stunden lang gekocht. 

Die weitere Verarbeitung erfolgt gemiib der experimentellen Be- 
schreibung unserer Mitteilung?); nach 2 maliger Fraktionierung mit Ather 
und 1°/,iger Salzsiure wurden aus Chloroform—Methanol blaue Prismen 
erhalten, Schmelzpunkt unscharf 205°. Bei Extraktion mit Aceton hinter- 
bleiben graue Schmieren in geringer Menge; nach 3 maliger Extraktion 
verbunden mit Umkrystallisation aus Aceton—Methanol, steigt der Schmelz- 
punkt auf 212—214° Der Mischschmelzpunkt mit reinem Kopro-glauko- 
hilinester Ie (Schmelzp. 216°) gibt keine Depression. Die Ausbeute betriigt 
22.8mg aus 250 mg Koproester I-hiimin = 9,96 °/, d. Th. 

Bei Wiederholung eines Versuches nach H. Fischer und F. Lindner’) 
wurde nach 1 stiindiger Reaktionsdauer und Ausschiitteln des Reaktions- 
gemisches mit Ather in der griinen Pyridin-Ather-Lisung folgendes Spek- 
trum gemessen: 

I. 675—647, Max. 661; II. 561—-555, Max. 558; ILI. 537-—528; 
IV. kaum meBbarer Schatten 498—494;  End-Abs. ab 470 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, HI, I, IV. 


Dieses Spektrum ist folgendermaBen aufzulésen: Bande II ist die des 
unveriindert gebliebenen Proto-pyridin-himochromogens. Bande I gehort 
dem Iso-oxy-protohimatin und dem Proto-verdo-hiimatin an, deren erste 
Bande an gleicher Stelle liegt. Bande III ist wohl im wesentlichen die 
zweite Bande des Proto-verdohimatins und zum geringen Teil die zweite 
Bande des Proto-pyridin-himochromogens. Bande IV ist die dritte Bande 
des Proto-verdohiimatins. 

Die aiuBerst intensive, schon nach wenigen Minuten sichtbare erste 
Bande im Rot ist es, die wir fiir geeignet halten, Wasserstoffsuperoxyd 
bzw. Autoxydationsreaktionen in reduzierenden Systemen mittels Proto- 
hiimin nachzuweisen. 


2. Kopro I-ester-pyridin-hamochromogen. 1 g Kopro I-ester- 
chlorhimin wird in 80 cem Pyridin bei 60° im Stickstoffstrom gelést. Nach 
Zusatz von 2,5 ecm Hydrazinhydratlésung in Wasser (1:10) werden nach 
) Minuten langsam unter Umschiitteln 20 ccm ausgekochtes Wasser zu- 
segeben. Nach 1 stiindigem Stehen in Eis wird abgesaugt. 

Ausbeute 1,05 g = 91°/, d. Th. Schmelzpunkt der violettroten Prismen 
etwas unscharf unter Zersetzung bei 158—162°. Zur Analyse 2 mal aus 
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Pyridin-Wasser umkrystallisiert; bei 55° im Hochvakuum getrocknet. [je 
Substanz verliert hierbei nicht an Gewicht. 


5,710 mg Subst.: 13,680 mg CO,, 3,020 mg H,O, 0,485 mg Fe,0,. — 
3,374 mg Subst.: 0,280 ccm N, (25°, 720 mm). 


Fiir I = C,.H,,0O,N,Fe + 1C;H,N (843,27) 
» II = C,,H,,0,N,Fe + 2C;H,N (922,29) 
Ber. I C 64,03 H 5,86 N 8,31 Fe 6,62 
» Il ,, 65,06 » 5,90 » 9,11 »» 6,05 
Gef. » 65,84 » 5,92 »» 9,01 » 5,94. 


In Pyridin léslich mit orangeroter Farbe. Spektrum: 
I. 553,8—545,8; IT. 522,4—517,5; III. Schatten bei 510 mu. 
549,8 520,0 


Léslich in Chloroform mit fast augenblicklich eintretender Braun. 
fiirbung und Himatinspektrum (vgl. dieses unter 4.) Der Hiimochromogen- 
ester wird beim Auflésen in einem Gemisch von 80°/, Eisessig und 20°, 
konzentrierter Salzsiure bei 40° momentan in Koproporphyrinester und 
Ferrochlorid gespalten. lLediglich ein ganz geringer Riickstand bleibi 
ungelost. 


3. Einwirkung von Oxydationsmitteln auf Kopro I-ester-pyridin- 
hamochromogen. a) 46 mg Himochromogen werden in 10 cem Pyridin 
bei 45° gelést und 24 mg = 2 Mol Benzoylperoxyd in 1 cem Pyridin zu- 
gegeben. Unter Farbumschlag nach Braun tritt sofort Himatinbildung ein. 
Nach Zusatz von Hydrazinhydrat wird das urspriingliche Kopro-himo- 
chromogenspektrum zuriickgebildet. Nach Abdestillieren im Vakuum wurde 
der Riickstand mit Ferroacetat—Kisessig—Salzsiiure (vgl. unter 4.) gespalten 
und 22mg Koproporphyrinester krystallisiert erhalten, welche durch Misch- 
schmelzprobe identifiziert wurden. 

b) 46 mg Hamochromogen in 10 cem Pyridin wurden mit 2,1 ccm 
1°/,iger wiBriger Kaliumpermanganatlésung, entsprechend 2 Mol aktivem 
Sauerstoff, umgesetzt. Das Spektrum des iiberschiissigen Permanganats 
war in der Lésung deutlich sichtbar. Die Erscheinungen und die Aut 
arbeitung sind voéllig analog dem Versuch a). 20,8 mg Koproporphyrin- 
ester wurden zuriickgewonnen. 

c) (Nur Reagenzglasversuche und spektroskopische Beobachtungen. 
Triphenylmethyl in Benzollésung reduziert Koprohimin in Pyridinlésung 
glatt zu Hiimochromogen, Luftsauerstoff oxydiert nur zum Himatin. Lisep- 
abspaltung ergibt Koproporphyrin. 


4. Iso-oxy-kopro I-ester-chlorhamin. In eine Lésung von 461 mg 
Koproester-pyridin-himochromogen in 200 cem Pyridin wird im Sticksto!!- 
strom bei 55° langsam eine Lésung von 3,5 cem 1°/,iges Wasserstotl- 
superoxyd in 20 cem eiskaltem Pyridin eingetropft. Die orangerote Himo- 
chromogenlisung firbt sich langsam iiber eine braune Mischfarbe rein grii. 
Die Reaktion ist bei gutem Gelingen in etwa 20 Minuten beendet, was am 
vélligen Verschwinden des ersten Himochromogen-Absorptionsbandes ic! 
549,8 mu zu kontrollieren ist. Falls dieses in 1 em Schichtdicke im Taschen- 
spektroskop noch zu sehen ist, wird ganz vorsichtig weiter Wasserstoil- 
superoxyd zugegeben. Nach Abdestillieren des Pyridins im Vakuum nach dem 
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Tropfverfahren wird der Riickstand 5 Minuten lang mit 5 °/,iger methyl- 
alkoholischer Salzsiure aufgekocht. Das Esterchlorhimin krystallisiert be- 
reits in der Hitze aus. Die Ausbeute betrigt 180—220 mg = 44—54°/, d. Th. 
Sintert ab 255°, schmilzt unscharf unter Zersetzung bei 260—265°. 

Zur Analyse einmal umkrystallisiert aus Chloroform und 1 °/,iger 
methylalkoholischer Salzsiure. Braunschwarze, schrig abgeschnittene 
Prismen. Bei 55° im Hochvakuum getrocknet. 

4,968 mg Subst.: 10,600 mg CO,, 2,575 mg H,O, 0,453 mg Fe,O,. — 
2.908 mg Subst.: 0,190 cem N, (25°, 721 mm). — 3,113 mg Subst.: 0,565 mg 
AgCl. — 2,979 mg Subst.: 3,450 mg AgJ. 

Fiir I = C,,H,,0,N,FeCl (815,68); fiir Il = C,,H,,0,,.N,FeCl (831,68) 

Ber. I C 58,85 H 5,44 N 6,87 Fe 6,84 Cl 4,35 OCH, 15,21 
, IL ,, 57,72 ,, 5,33 ,, 6,77 ,, 6,71 ,, 4,27 , 14,92 
Gef.  ,, 58,19 ,, 5,80 , 7,10 ,, 6,38 ,, 4,49 15,80. 

Leicht léslich in Chloroform mit brauner Farbe, in Pyridin mit 
griiner Farbe. 

Spektrum in Chloroform: 

I. Schatten im Rot, nicht meBbar; Il. 555—547, danach Ver- 
schattung bis III. 524—500; End-Abs. ab 470. 


Reihenfolge der Intensitiiten: III, I]. Beide Streifen sehr verwaschen. 

Spektrum in Pyridin: 

I. 666—644; II. 531—523; III. bei 498; End-Abs. ab 470, 

ee 
655 

Streifen I ist sehr stark, II und III sind kaum sichtbare Schatten, 
die bei lingerem Stehen an der Luft deutlich hervortreten. Nach 24 Stunden 
zeigt die gleiche Lésung das Spektrum des Koproester-pyridin-verdo-para- 
hiimatins: 

I. 672—634; II. 582—524; III. 501—488; End-Abs. ab 470 mu. 


— 


655 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, I, III. 
Es folgen zum Vergleich die Spektren des Koproester-chlorhimins 
in Chloroform und Pyridin. 
In Chloroform Lésungsfarbe braun: 
I. 650—627; II. 550—532; III. 516—485; End-Abs. 440. 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, III, I. 


In Pyridin Lésungsfarbe rotbraun: 
I. 610—590; II. 574—544; III. 524—514; End-Abs. 490. 
Reihenfolge der Intensitiéten: II, II, I (sehr schwach). 


Das Hiimochromogenspektrum des Oxykérpers ist sehr verginglich. 
Bei Zugabe von verdiinnter Hydrazinhydratlésung zu seiner griinen Pyridin- 
ldsung schligt die Farbe nach Braunrot um. 

I. 552,0—546,6; II. 5380—516; End-Abs. 460 mu. 


cnsianeemmenntinemenssmanttl 


549,3 523 
Reihenfolge der Intensititen: II (ein wenig stirker als I). 
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5. Braunroter Farbstoff, in den das Iso-oxy-himin beim Umkrystalj. 
sieren iibergeht. Nach 4maligem Umkrystallisieren, wie oben beschriebey, 
gehen die Prismen in feine braunrote Nidelchen iiber. Der Schmelzpunkt 
liegt nunmehr unscharf bei 255—259° Zur Analyse bei 55° im Hoch. 
vakuum getrocknet. 

4,730 mg Subst.: 10,300 mg CO,, 2,406 mg H,O. — 38,518 mg Subst,: 
0,226 cem N, (23°, 717 mm). — 3,126 mg Subst.: 3,379 mg AgdJ. 

Gef. C 59,58 H5,84 N 6,96 OCH, 14,28. 


Das Defizit gegeniiber dem Iso-oxy-koproester (vgl. 8.) betriigt bei C 7,5°), 
bei OCH, 5,2°/, und bei N 0,75°,. Uberraschenderweise ist das Eisen 
bis auf eine geringe Spur abgespalten worden. 

Die Lésungsfarbe in Pyridin und Chloroform ist braunrot. Das 
Spektrum besteht aus einer einzigen, sehr verwaschenen ,,Urobilin‘-Bande 
bei 526—498 mu. Die Schlesingersche Reaktion ist jedoch negatiy: 
ebenso auch die Pentdyopent-Reaktion nach Verseifung der Estergruppen 
und Reduktion mit Natriumhydrosulfit. 


6. «-Benzoxy-koproporphyrinI-ester-(1,3,5,7-Tetramethyl-benzoyl. 
a-oxy-porphin-2,4,6,8-tetra-propionsauremethylester). In die Pyridin. 
lésung des Iso-oxy-hiimins aus 461 mg Hiimochromogen werden gleich nach 
der Darstellung (vgl. 4.) bei 55—60° 2—3 cem Benzoylehlorid eingetropft. 
Die griine Farbe schligt nach Braun um, wonach das Pyridin im Vakuum 
abdestilliert wird. Inzwischen hat man aus 0,5 g Ferrum reductum und 
300 cem Eisessig im Stickstoff- oder Kohlendioxydstrom eine farblose Ferro- 
acetatlésung hergestellt. In diese 40° warme Lésung wird der in Chloro- 
form geléste Riickstand des benzoylierten Iso-oxy-himins unter Sauerstoff- 
ausschluB eingegossen und sofort 30 ccm konzentrierte Salzsiure hinzugegeben. 
Die Spaltung tritt hierbei augenblicklich ein. Man wartet noch 1 Minute, 
gieBt darnach das Reaktionsgemisch in '/, Liter Chloroform und schiittelt 
sofort mit 1 Liter 1°/,iger Salzsiiure durch. Die rote Chloroformlésung 
wird dann 2mal mit '/, Liter Wasser, 1 mal mit 4/, Liter n-Natronlauge 
durchgeschiittelt und mehrmals mit Wasser nachgewaschen. Nach Filtrieren, 
Einengen der Chloroformlésung und Zusatz von Methylalkohol krystallisiert 
der Ester nach 24 stiindigem Stehen im Eisschrank aus. 

Bei richtigem Arbeiten wird der Ester frei von Eisen und Kopro- 
porphyrin fast analysenrein erhalten. 


8,701 mg Subst.: 9,178 mg CO,, 2,088 mg H,O. — 5,142 mg Subst.: 
1,188 mg H,O. — 3,290 mg Subst.: 0,213 cem N,, (25°, 717 mm). — 4,006 mg 
Subst.: 4,436 mg AgJ. 

Fiir ©,,H,,0,,.N, (830,43) 

Ber. C 67,92 H 6,07 O 19,27 N 6,75 OCH, 14,94 

Gef. ,, 67,63 ,, 631 ,, 19,77 ,, 6,96 » 14,68. 
«-Benzoxy-koproporphyrin I-ester bildet spindel- und wetzsteinférmige 
Krystalle, die bei noch unreinen Priparaten fest am Glas haften. Sehr 
kennzeichnend ist seine geringe Krystallisationsgeschwindigkeit in nicht 
reinem Zustande. Obwohl Krystallisation bald einsetzt, ist sie immer erst 
nach langstiindigem Stehen vollstindig. Die Ausbeute betriigt bis zu 220 mg 
= 52,5°/, d. Th. Schmelzpunkt rein 242°; Mischschmelzpunkt mit Kopro |- 
ester (Schmelzp. 252°) gibt Depression auf etwa 230°. Leicht léslich in 
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Pyridin und Chloroform, maBig léslich in Dioxan und 25°/, iger Salzsiiure, 
schwer bis unléslich in Methanol, Ather und Petrolither. Umkrystallisieren 
am besten aus Pyridin—Methanol. 


Spektrum in Dioxan: 

I. 629,6—625,4; Ia. etwa 599; If. 589... 575,8—570,0 (stark 
asvmmetrisch); ILI. 540—527; IV. 515—484; End-Abs. ab 445 mu. 

. Reihenfolge der Intensitiiten: IV, II, III, I (La). 

Zum Vergleich folgen jetzt die Spektren des Kopro I-esters und des 
y-Phylloporphyrin XYV-esters. Man beachte die Reihenfolge der Intensitiiten 
und die Verschiebung der Streifen nach Rot. 

Kopro I-ester in Dioxan: 

I, 626,4—620,5; Ia. 597—595; I]. 583...572—566; III. 536—525; 
IV. 510—482; End-Abs. 450 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, IH, I (La). 


Phylloester in Dioxan: 

I. 683,5—627,5; Ia. bei 602; II. 580... 578—573; IIL. 5483—531; 
iV. 516—486; End-Abs. 440. 

teihenfolge der Intensitiiten: IV, II, ILI, I (La). 

Benzoxy-koproester ist in 25°/,iger Salzsiiure mit violettroter Farbe 
lislich. Nach Verdiinnen. auf 5°/, ist folgendes Spektrum sichtbar: 

I. 604—593; II. 578 ... 566--549: III. Schatten bei 516; 
Knd-Abs. 430 mu. 

teihenfolge der Intensitiiten: II, I (II). 

Spektrum des Himatins in Pyridin, Lésungsfarbe braun: 

I. 658—638; Il. 531—523; III. 504—490; End-Abs. 460. 

Reihenfolge der Intensitéten: I, II, Il. 

Das Spektrum des Koproester-hiimatins zum Vergleich vgl. 4. 

Hiimochromogenspektrum, Lésungsfarbe etwas briiunlich-orange. 

I. 554,5—545,8 ; Il. 528—506; End-Abs. ab 480 mu. 


550,2 517 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I. 
7. «-Acetoxy-koproporphyrin I-ester-(1,3,5,7-Tetramethyl-acetyl- 
« 0xy-porphin-2,4,6,8-tetra-propionsauremethylester). Die Darstellung 
verliuft analog 6., jedoch mit 5—8 cem Essigsiureanhydrid statt Benzoyl- 
chlorid. 
Violettrote, zu Sternchen vereinigte prismatische Nadeln. Ausbeute 
etwa 120 mg = 28,9°/,, Schmelzp. 199°. 
Zur Analyse umkrystallisiert aus Pyridin-Methanol; bei 50° im Hoch- 
vakuum getrocknet. 
4,082 mg Subst.: 9,756 mg CO,, 2,274 mg H,O, 0,022 mg Asche. — 
1,785 mg Subst.: 1,114 mg H,O. — 3,033 mg Subst.: 0,203 cem N, (26°, 723 mm). 
5,003 mg Subst.: 5,866 mg AgJ. 
Fiir C,.H,,0;).N, (768,41) 
Ber. C 65,59 H630 O 20,82 N7,29 OCH, 16,15 
Gef. ,, 65,18 ,, 6,28 ,, 20,67 ,, 7,11 » 15,49. 
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Spektrum in Dioxan, Liésungsfarbe rot: 


I. 630-625; Ta. 598; II. 588 ... 574—570 (asymmetrisch). 


Ill. 539—527; IV. 514—485; End-Abs. 440 mu. 
Reihenfolge der Intensititen: IV, II, III, I (La). 


Spektrum in 5°/,iger Salzsiure, Lésungsfarbe violettrot: 


I. 605—594; Il. 5883 ... 565—554: III. Schatten bei 515: 


End-Abs. 435. 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I (IID). 


Himatinspektrum in Pyridin, Lésungsfarbe braun: 


I. 660—648; II. 558—540; If. 513—508; End-Abs. 470 mu, 


Reihenfolge der Intensititen: I, III, II. 


Himochromogenspektrum, Lésungsfarbe briunlich-orange: 


I. 550,2—545,8; II. 536—523: End-Abs. 450. 
Reihenfolge der Intensititen: II, I. 


8. Iso - oxy - koproporphyrin I-tetramethylester. Darstellung wie 


unter 6. angegeben, jedoch unter Verwendung von 692 mg Himochromogen 


und 5,2—5,4cem 1°/,iger Wasserstoffsuperoxydlésung. Zur Spaltung 800 mg 


Ferrum reductum in 500 ccm Eisessig und 50 cem konzentrierter Salzsiiure. 
Ausbeute 180—200 mg = bis zu 24°/, d. Th. 

Blauschwarze Prismen vom Schmelzp. 258°. Spielend léslich in Pyridin 
und Chloroform, gut léslich in Dioxan, Eisessig und 25°/, iger Salzsiiure. 
schwer bis unléslich in Methanol und Ather. 

Zur Analyse 3 mal aus Pyridin-Methanol umkrystallisiert, bei 55° im 
Hochvakuum getrocknet. 

5,242 mg Subst.: 12,670 mg CO,, 3,040 mg H,O. — 4,931 mg Subst.: 
1,080 mg H,O. — 3,674 mg Subst.: 0,267 cem N, (27°, 718 mm). — 3,317 mg 
Subst.: 4,227 mg AgJ. 

Fiir I = C,,Hy,0,,N, (742,40); fiir IT = C,,H,,O.N, (726,40) 
Ber. I C 64,65 H6,25 O 21,06 N809 OCH, 16,71 
, Il ., 6608 , 688 , 1982 , 7,71 » 17,08 
Gef. ,, 65,92 , 649 ,, 1945 ,, 7,82 16,84. 
Summe C + H+ 0+ N = 99,679. 


Spektrum in Eisessig—Ather, Loésungsfarbe blau: 

I. 645--620; II. 592—573...565; III. 542—520; IV. 512—493: 
End-Abs. ab 450 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, III, IV. 

Simtliche Streifen sind etwas verwaschen, I ist bei weitem am inten- 
sivsten, II] und IV sind sehr schwach. 

Spektrum in Dioxan, Lésungsfarbe blau: 

I. 657,5—621,5; II. 598,5—578,5; III. bei 540; ‘IV. bei 500: 
End-Abs. ab 450 mu. 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, II; III und IV sind kaum sichtbare 
Schatten. 


Spektrum in Pyridin vgl. 12. 
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Spektrum in 5°/,iger Salzsiure, Lésungsfarbe ultramarinblau: 

I. Vorschatten im Rot bis 670; II. 623,5—614,5; III. 572—545 
stark asymmetrisch, Mitte bei 560); IV. Schatten bei 516; End-Abs. ab 440. 

Reihenfolge der Intensititen: II, [II (IV). 


9. Zur Umsetzung des Iso-oxy-koproesters mit Essigsaure- 
anhydrid und Benzoylchlorid. Nach Zugabe von Essigsiureanhydrid 
oder Benzoylchlorid zur blauen Lésung des Iso-oxy-koproesters in Pyridin 
und Erwirmen auf etwa 50° schligt die Farbe in etwa 1 Minute nach Rot 
um und es erscheint das 4 bandige Porphyrinspektrum des Acetoxy- bzw. 
Benzoxy-koproesters. Beide Porphyrine wurden in Substanz isoliert. 

10 mg Iso-oxy-koproester gaben 8,8 mg Benzoxy-koproester = 70°/, 
d. Th. Sehmelzp. 238°; Mischschmelzpunkt mit reinem Benzoxy-koproester 
(Schmelzp. 242°) gibt keine Depression. 

10 mg Iso-oxy-koproester gaben 5,2 mg Acetoxy-koproester = 49°/, d.Th. 
Schmelzp. 190°; Mischschmelzpunkt mit reinem Acetoxy-koproester (Schmelz- 
punkt 199°) gibt keine Depression. 


10. Zur Umsetzung des Iso-oxy-koproesters und seines Chlor- 
hamins mit Phenyl-isocyanat und «-Naphthyl-isocyanat. Die Um- 
setzungen wurden vorgenommen durch Erhitzen der Iso-oxy-Verbindungen 
mit Phenyl- und «-Naphthyl-isocyanat im siedenden Wasserbad. Es tritt 
gleichfalls rasch Rotfirbung ein. Hier konnten nur spektroskopische Proben 
angesetzt werden, welche zeigen, daB hierbei Porphyrine bzw. Hiimine vom 
Phyllotyp entstanden sind. 

Spektrum des mit Phenyl-isocyanat erhaltenen Porphyrins in Dioxan, 
Lisungsfarbe rot: 

I. 681,0—625,5; Ia. 604—598; II. 588,5...576,0—569,0 (stark asym- 
metrisch); III. 541—5380; IV. 518—484; KEnd-Abs. 450 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: IV, I, III, I (La). 

Spektrum des mit «-Naphthyl-isocyanat erhaltenen Porphyrins in 
Dioxan, Lésungsfarbe rot: 

I. 631—624; Ta. 599; II. 588—568 (stark asymmetrisch, Mitte bei 
572); IIT. 584—529; IV. 519—484; End-Abs. 450 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: IV, II, III, I (La). 

Hiimochromogenspektrum des Phenylderivates, Lésungsfarbe  rit- 
lichbraun: 

I. 552,8—546,0; II. 530—509; End-Abs. 450 mu. 

Reihenfolge der Intensititen: II etwa gleich I. 


Hiimochromogenspektrum des «-Naphthylderivates, Lésungsfarbe rét- 
lichbraun: 

I. 552,5 -546,5; II. 529—508; End-Abs. 490 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: II, I. 


il. Zur Reduktion des Iso-oxy-koproporphyrinesters. Die blaue 
Kisessiglésung des Iso - oxy - koproporphyrinesters wird bei Reduktion mit 
Zinkstaub in der Hitze rasch gelb. Nach Uberfiihren in Chloroform und 
Wegwaschen der Siure wird die Farbe heller briunlichgelb. Spektroskopisch 
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besteht nicht meBbare Verschattung im Blau. Die Gmelinsche und Ehy. 
lichsche Reaktion sind negativ. Reoxydation zu Koproporphyrin oder [so. 
oxy-koproporphyrin wurde nicht beobachtet. 

Bei Reduktion der verseiften blauen Liésung des Iso-oxy-koproesters 
in Natronlauge mit Natriumamalgam tritt iiber eine gelbe Zwischenstufe 
vollkommene Entfirbung ein. Die Ehrlichsche Reaktion ist negatiy. Be; 
Reoxydation in salzsaurer Lésung erscheint ein ganz schwach saures lor. 
phyrinspektrum, dessen beide Banden gegeniiber denen des Koproporphyrins 
in Salzsiure gleicher Konzentration ein wenig nach Rot verschoben sind, 

Dagegen wird dem spektroskopischen Befunde nach mit guter Aus. 
beute Koproporphyrin I-ester erhalten, wenn man eine Probe der Iso-oxy- 
Verbindung in KEisessig lést, mit dem 3fachen Volumen siedenden Methyl- 
alkohols versetzt und nunmebr Natriumamalgam so zugibt, daB die Reak. 
tionslisung ungefihr Siedetemperatur innehilt. Die Reduktion ist nach 
einigen Minuten beendet. 


12. Zur Lichtreaktion des Iso-oxy-koproporphyrinesters. | )je 
etwas griinstichig blaue Pyridinlésung des Esters firbt sich bei Belichtung 
mit Sonnenlicht oder elektrischem Licht rasch violettrot. 


Spektrum vor der Belichtung: 


I. 662—642; II. 597—568; III. 542—528; IV. 498; End-Abs. 440 mu. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, ILI, IV (III und IV ganz schwache 
Schatten). 


Spektrum nach der Belichtung: 


I. Vorschatten im Rot bis 650; II. 582—556; ILI. 5832—480; End 
Abs. 445 mu. 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, II, beide sehr verwaschen. 


Nach Aufnahmen mit Chloroform, Wegwaschen des Pyridins it 
5°/,iger Salzsiiure und Durchschiitteln mit 25°/,iger Salzsiiure wird die 
Chloroformlésung eigenartig triib violett: 

I. 645—618 (sehr verwaschen); II]. 567—554; III. 526—510 (ganz 
schwach); IV. 476—452; End-Abs. 438 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: II, IV, I, III. 

Es ist natiirlich leicht méglich, daB es sich hierbei um ein Gemisc! 
von Lichtumwandlungsprodukten handelt. 

Bei Belichtung der blauen Eisessig~Ather-Lésung krystallisieren leicht 
zu Sternchen gruppierte rotbraune Nadeln. 


13. Ubergang des Iso-oxy-kopro I-ester-hamins in griines Hamin 
(Kopro I-ester-pyridin-verdo-parahamatin) und dessen Uberfihrung 
in Kopro-glaukobilinester Io. Das Iso-oxy-hiimin nimmt in Pyridinlésung 
langsam Sauerstoff auf. Die spektroskopischen Verinderungen sind bereits 
bei 4. beschrieben. Die Sauerstoffaufnahme von 26,1 mg Iso-oxy-himin iv 
10cem Pyridin von 46° bei 717mm, 23° Manometertemperatur betrug 
795 emm = 0,95 Mol O, in 12 Stunden. Bei Diagrammdarstellung ergibt 
sich ein Knick in der Kurve bei 0,46 Mol O, nach 5 Stunden. Zur Wieder 
holung des Versuchs war leider kein Material mebr da. 
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Der griine Farbstoff ist bei der Darstellung nach diesem Verfahren 
viel bestiindiger als bei den Ansiitzen mit Ascorbinsiiure. Die Chloroform- 
jjsung des Chlor-himins, die man durch Abdampfen des Pyridins, Lésen 
in Chloroform und Durchschitteln mit 2n-Salzsiure erhalt, ist rein griin 
eefiirbt und recht stabil. Spektrum: 


I. Kaum sichtbar 675—666; II. 657—624; End-Abs, 450 mu. 
Reihenfolge der Intensititen: II, I. 


Nach Durchschiitteln mit Natronlauge wird die Chloroformlésung 
briunlichgriin; diese Himatinlésung scheint nicht so stabil zu sein. Spektrum: 
I. Vorschatten im Rot bis 645; End-Abs. ab 490 mu. 


Nach Zugabe von Pyridin zu diesen Chloroformlisungen des Himins 
und Himatins erscheint das 3bandige Spektrum des Pyridin-parahimatins. 

Die Nichtabspaltbarkeit des Eisens mit Eisessig—Salzsiiure allein, woraus 
die Dreiwertigkeit des Kisens folgt, ist bereits im theoretischen Teil (S. 221) 
ausfiihrlich behandelt worden. 

Beim Spaltungsversuch mit Ferroacetat-Eisessig—Salzsiiure verdirbt der 
griine Farbstoff fast momentan. Im Ultraviolettlicht sehr vergiingliche, 
schwache Rotfluorescenz. 

Benzoylierung in Pyridin ergibt lediglich schwache Farbverschiebung 
und Verschiebung des zweiten Streifens nach Rot. 


Vor der Benzoylierung: 

I. 670—638; II. 580—523; III. 500—490. 
Nach der Benzoylierung: 

l. und III. unveriindert; II. 532—524. 


Zur Umwandlung des Verdohiimins in Gallenfarbstoff wird 2 Stunden 
im Stickstoffstrom am RiickfluBkiihler mit 20°/,iger methylalkoholischer 
Salzsiiure gekocht. Bei deren Zugabe tritt kurz Braunfirbung auf, die 
gleich in Griin tibergeht. Nach 5 Minuten Kochen ist hier noch kein Gallen- 
farbstoff nachweisbar. Allmihlich firbt sich die Lésung blaugriin. Bei 
spektroskopischer Betrachtung verschwinden langsam die beiden Rotbanden 
des Verdohimins; an ihre Stelle tritt ein nicht meBbarer Schatten im 
iubersten Rot. 

Kine in Chloroform aufgenommene und siurefrei gewaschene Probe 
wird nach Durchschiitteln mit Natronlauge blau und gibt nunmebhr positive 
Gcmelinsche Reaktion. Weitere Verarbeitung siehe H. Fischer und 
i. Libowitzky?). 

Die Ausbeuten sind nicht gut: 25,0 mg Iso-oxy-himin in 15 cem 
Pyridin 5 Stunden bei 55° mit Sauerstoff geschiittelt, lieferten 5,6 mg Glauko- 
bilinester = 25°/, d. Th. Der oben beschriebene Versuch gab 3,2 mg Glauko- 
bilinester aus 26,1 mg Iso-oxy-himin = 14°/, d. Th. Lin dritter Versuch 
verlief ihnlich schlecht; die Ausbeute sinkt, je linger das Iso-oxy-hamin 
mit Sauerstoff geschiittelt wird. 
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Uber den Trypsin-Inhibitor des Blutes. 


Dritte Mitteilung zur Kenntnis des Plasmatrypsinsystems’”). 
Von 
Adolf Schmitz. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Reichsgesundheitsamtes in Berlin-Dahlem.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1938.) 


In friiheren Arbeiten’) konnte gezeigt werden, daB das im 
Blutplasma befindliche tryptische Ferment durch einen Hemmunys- 
kérper blockiert ist, dessen Wirkung wahrscheinlich in keinem 
Zusammenhang mit der lange bekannten ,,antitryptischen* Wirkung 
der SerumeiweiBkoérper steht. Denn es gelingt, diesen Hemmungs- 
kérper auf verschiedene Weisen vom SerumeiweiB abzutrennen. 
so z. B. durch Fallung der Proteine mit Trichloressigsiure, wobei 
der Hemmungskérper gelést bleibt, oder durch Ultrafiltration der 
sauer gelésten, durch Acetonfallung gewonnenen Serumproteine, 
wobei der Hemmungskoérper in das eiweiffreie Filtrat geht. 

Das Verhalten dieses im Blutplasma befindlichen Trypsin- 
Inhibitors zeigt groBe Analogie zu dem des von Kunitz und 
Northrop’) aus Pankreas gewonnenen Trypsin-Inhibitors. Es 
liegt nahe, fiir das Plasmatrypsinsystem einen Ahnlichen Akti- 
vierungs- oder Inaktivierungsmechanismus anzunehmen wie [fiir 
das System der pankreatischen Trypsine. So scheint es nicht 
unméglich, daB es sich bei dem Hemmungskérper des Plasmas 
um die gleiche oder eine dhnliche Substanz handelt wie bein 
»Northrop“-Inhibitor. Wir versuchten deshalb, die von Kunitz 
und Northrop ausgearbeitete Isolierungsmethode in ihren Grund- 
ziigen auf den Bluthemmungskérper anzuwenden. Sie fiihrte zum 
Erfolg. Wir konnten aus Rinderblut eine durch Ammonsulfat 
aussalzbare, durch Trichloressigsiure nicht fallbare, leicht wasser- 
lésliche Substanz isolieren, die in geniigender Menge einer Liésung 
von krystallisiertem Pankreastrypsin zugesetzt, dessen Wirkung 
volistiindig aufhebt. 





*) 2. Mitteilung: Diese Z. 250, 37 (1937). 
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Um die beiden Trypsin-inaktivatoren, Northrop-Inhibitor 
und unseren Plasma-Inhibitor miteinander vergleichen zu kénnen, 
haben wir zunaichst die Reaktionsweise des Northrop-Inhibitors 
mit den beiden Pankreasfermenten Trypsin und Chymotrypsin 
niher untersucht. Zu diesem Zweck gewannen wir, nach der 
Vorschrift von Kunitz und Northrop?) vorgehend, aus Rinder- 
pankreas Trypsin und Chymotrypsin, beide in krystallisierter 
Form, ferner den Trypsin-Inhibitor. Wir kénnen feststellen, daB 
sich die Isolierungsmethode von Kunitz und Northrop bis in 
alle Kinzelheiten auf das genaueste reproduzieren labt. Die 
Krystallform der von uns dargestellten Fermente stimmte villig 
iiberein mit den von Kunitz und Northrop angegebenen Krystall- 
bildern. Auch der Aktivititsgrad mehrmals umkrystallisierter 
Fermente war mit dem der Praparate der amerikanischen Forscher 
identisch; bei unserem krystallisierten Trypsin fanden wir fiir 
(T.U eae *) den Mittelwert 2,3, bei krystallisiertem Chymo- 
trypsin 1,1. Beide Fermente werden, wie auch schon von Kunitz 
und Northrop mitgeteilt wird, durch den Pankreas- Inhibitor 
cehemmt. 

Wir haben die Abhangigkeit der Hemmung von der Konzen- 
tration des Hemmungskérpers wie auch von der Konzentration 
des Fermentes untersucht, indem wir in einer Versuchsreihe bei 
sleichbleibender Fermentmenge die Konzentration des Inhibitors, 
in einer anderen bei gleichbleibender Inhibitormenge die Konzen- 
tration des Fermentes variierten. In Fig. 1 sind die Versuchs- 
ergebnisse wiedergegeben, die bei Variation der Inhibitor-Kon- 
zentration erhalten wurden. Zu je 1 ccm Fermentlisung, die 
0,001 mg Proteinstickstoff enthielt, wurden steigende Mengen einer 
mit Phosphatpuffer von p,, 7,0 verdiinnten Inhibitorlésung ge- 
geben. Nach 3/, Stunde wurde die Aktivitat der Ferment-Inhibitor- 
mischung bestimmt. Auf der Abszisse ist die Inhibitormenge, auf 
der Ordinate die gefundene Aktivitét in [T.U.][*,5, aufgetragen. 

Mit steigender Pankreas-Inhibitormenge nimmt die Aktivitit 
sowohl von Trypsin wie von Chymotrypsin geradlinig ab. Aus 
diesem geradlinigen Verlauf ist zu schlieBen, daB eine quantitative 
Reaktion zwischen Ferment und Hemmungskorper stattfindet. 





*) Wir verwenden die von Northrop und Kunitz‘) angegebene Be- 
zeichnung, die zum Ausdruck bringt, daB die Trypsineinheit (T.U.) nach 
dem aus Casein gebildeten, in 5°/,iger Trichloressigsiiure léslichen Stick- 
stoff (Cas. 8) und den Milligramm Proteinstickstoff (mg P.N.) der Ferment- 
lsung berechnet wird. 
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Bemerkenswert ist, daB die Wirkung des Hemmungskérpers geen. 
tiber Chymotrypsin wesentlich schwicher ist, was auch schon yop 
Kunitz und Northrop?) festgestellt wurde, und zwar verbraucht 
eine Hermenteinheit Chymotrypsin ziemlich genau 4mal mely 
Hemmungskérper als die gleiche Menge Trypsin, um Vollig inakti- 
viert zu sein, wie aus den Neigungen der beiden Geraden heryor. 
geht, die sich, ausgedriickt durch den Quotienten 

erzielte Aktivititsverminderung 

angewandte cem Inhibitorlésung ’ 
verhalten wie 1:4. 
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Fig. 1. Fig. 2. 
Wirkung von Pankreas-Inhibitor Caseinabbau durch steigende Trypsinmence 
auf Trypsin (I) und Chymotrypsin (II). I ohne Hemmungskorper 


II mit Hemmungskorper (0,1 ccm) 


Auch in Fig. 2, in der das Versuchsergebnis bei variierter 
Trypsinmenge und konstantem Hemmungskérpergehalt wieder- 
gegeben ist — zu verschiedenen Fermentmengen wurden je 0,1 ccm 
Inhibitorlésung zugesetzt —, kommt der quantitative Verlauf der 
Reaktion zum Ausdruck. 

Gleiche Versuche haben wir mit dem nach der im experi- 
mentellen Teil beschriebenen Methode isolierten Hemmungskérper 
aus Rinderblut ausgefiihrt, und zwar lieBen wir den Plasma- 
Inhibitor bei neutraler Reaktion auf beide tryptische Fermente aus 
Rinderpankreas einwirken. Das Ergebnis der Versuche zeigt Fig. 3. 

Auch hier finden wir den geradlinigen Abfall der Ferment- 
aktivitiit mit steigender Inhibitormenge beim krystallisierten 
Pankreastrypsin. Die Reaktion zwischen Plasma-Inhibitor und 
Trypsin scheint demnach in gleicher Weise wie die des Pankreas- 
Inhibitors quantitativ zugunsten der Ferment-Inhibitor-Verbindung 
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gu verlaufen. Im Gegensatz zum Pankreas-Inhibitor reagiert aber 
der Rinderplasma-Inhibitor mit dem Chymotrypsin des Rinder- 
pankreas nicht. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 wohl die Art der 
Reaktion der beiden Inhibitoren mit dem Ferment gleich ist, 
daB aber beide nicht miteinander identisch sind. 
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Fig. 3. Fig. 4. 
Wirkung von Plasma-Inhibitor Hemmung von Chymotrypsin 
auf Trypsin (I) und Chymotrypsin (II). durch verdiinntes Rinderserum. 


Wenn wir die Hemmung von Trypsin durch natives Serum 
oder Plasma mit diesen Ergebnissen vergleichen, so ergibt sich 
bereits aus dem Kurvenlauf, daB beide Hemmungsarten, die durch 
natives Serum einerseits und die durch die beiden Inhibitoren 
andererseits, verschieden sein miissen. Von Hussey und Northrop ‘4) 
liegen eingehende quantitative Untersuchungen iiber die Abhiangig- 
keit der Trypsininaktivierung von der Plasmakonzentration vor. 
Diese Untersuchungen zeigen, daB bei Hemmung von Trypsin durch 
Plasma keine quantitative, sondern eine Gleichgewichtsreaktion 
stattfindet, die dem Massenwirkungsgesetz folgt. Wir haben nun- 
mehr auch die EKinwirkung von Rinderserum auf Chymotrypsin 
aus Rinderpankreas untersucht. Auch dieses Ferment, das, wie 
wir eben gesehen haben, mit dem isolierten Plasma-Inhibitor nicht 
reagiert, wird vom nativen Serum gehemmt. Aus Fig. 4 geht 
hervor, daB auch hier ahnlich wie bei der Hemmung von Trypsin 
eine Gleichgewichtsreaktion stattfindet. 

Auch in einer weiteren Hinsicht unterscheidet sich die Trypsin- 
hemmung durch natives Serum von der durch Pankreas- oder 
Plasma-Inhibitor. Die Wirkung dieser Inhibitoren unterliegt nim- 
lich nicht dem Hedinschen ,,Reihenfolgephinomen“5). Nach dem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLY. 16 
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Reihenfolgephinomen tritt die Hemmung durch Serum nur danp 
in Erscheinung, wenn erst Ferment und Serum gemischt werden 
und dann Substrat zugesetzt wird; nicht aber in umgekehrter 
Reihenfolge, also bei Mischung von Ferment und Substrat und 
darauf folgendem Zusatz des Serums. Demgegeniiber aber wirkey 
die beiden Inhibitoren auch dann, wenn sie einem Ferment—Substrat- 
gemisch zu einem Zeitpunkt zugesetzt werden, in dem bereits der 
Abbau des Substrats im Gang ist. Die Fig. 5 zeigt das Ergebnis 
unserer Versuche. An den mit Pfeilen gekennzeichneten Zeitpunkten 
wurde Inhibitorlésung dem ‘T'rypsin—Caseingemisch zugesetzt, 
Wahrend der Abbau der Kontrolle ohne Hemmungskérper gerad- 
linig weiter verliuft, bleiben die Werte in den mit Hemmungs. 
kérper versetzten Réhrchen zuriick. 





| A 


~ mg RestWN —. = 
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Fig. 5. 
Hemmung von Pankreastrypsin durch 
A Pankreas-Inhibitor B Blut-Inhibitor. 


Als Ergebnis dieser Versuche kénnen wir feststellen, daf die 
Hemmung von Trypsin durch Serum, dieser von vielen Unter- 
suchern als unspezifisch erkannte Vorgang, wahrscheinlich schari 
zu trennen ist von der Inaktivierung des Trypsins durch die 
einerseits von Kunitz und Northrop aus Rinderpankreas, anderer- 
seits von uns aus Rinderblut isolierten Hemmungskérper. Im Blut- 
plasma sind demnach zwei Hemmungsmechanismen nebeneinander 
vorhanden, von denen der eine wahrscheinlich durch unspezifische 
Adsorption der Fermente an schwer spaltbares Serumeiweif zu- 
stande kommt, der andere aber auf einer quantitativ verlaufenden 
Reaktion des Ferments mit einem fermentspezifischen Hemmungs- 
kérper beruht. 

Um das Vorhandensein des zweiten Hemmungsmechanismus 
im Plasma nachweisen zu kénnen, muf entweder freier Inhibitor 
im Uberschu8 im Plasma enthalten sein oder der Inhibitor aus 
der Trypsin-Inhibitor-Verbindung abgetrennt werden. Ob die 
Fuchssche Reaktion, die der Ausgangspunkt unserer Unter- 
suchungen war, durch die Anwesenheit ferment- und art- bzw. 
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krankheitsspezifisch eingestellten freien Inhibitors zustande kommt, 
ist noch zu untersuchen. Von Dieckmann und Schmitz®) wurde 
diese Méglichkeit an anderer Stelle schon eingehend erdrtert. 


Experimenteller Teil. 


I. Isolierung eines trypsin-spezifischen Hemmungskorpers aus 
Rinderblut. 5 Liter Rinderblut, die durch Zusatz von 0,2 °/, Oxalat fliissig 
gehalten sind, werden zur Trennung von Ferment- Inhibitor-Verbindung, 
die, wie aus unserer zweiten Mitteilung hervorging, in saurer Lisung 
dissositent ist, mit 15 Liter 0,25 n-Schwefelsiiure versetzt. Die sich dunkel- 
braun fiirbende Mischung bleibt tiber Nacht im Eisschrank stehen. Dann 
werden in ihr 242 g festes Ammonsulfat pro Liter gelést (40 °/,ige Sittigung). 
Bei der sauren Reaktion wird hierdurch fast die gesamte KiweiBmenge 
gefillt. Durch groBe Faltenfilter (Schleicher & Schiill Nr. 1450'/,) wird der 
Niederschlag abfiltriert und verworfen. Zu dem gesammelten, etwas gelb- 
lich gefarbtem Filtrat (12—13 Liter) werden 205 g festes Ammonsulfat pro 
Liter zugesetzt und durch Umschwenken gelést (70 °/,ige Sattigung). In 
der Liésung ist vorerst kaum eine Triibung wahrzunehmen. Im Laufe 
einiger Tage, in denen die Lésung im Eisschrank aufbewahrt wird, kommt 
es zur Ausscheidung feiner Flocken, die sich nur wenig zu Boden setzen. 
Zur Gewinnung des Niederschlages, der den Hemmungskérper enthilt, 
wird die gesamte Flissigkeit durch ein gehirtetes Filter in einem Biichner- 
Trichter (zweckm&Big 11 cm Durchmesser) gesaugt. Die Filtration kann 
etwa einen Tag in Anspruch nehmen. Nachdem scharf abgesaugt ist, wird 
der nur geringfiigige Niederschlag mit einem Platinspatel vom Filter ab- 
genommen. Die briunlich gefirbte Substanz, die etwa 0,1 g betrigt, wird 
in wenigen Kubikzentimetern Wasser gelést (6 ccm). Die triibe Lésung 
wird mit 4 cem gesittigter Ammonsulfatlésung versetzt und filtriert, bis das 
Filtrat vollkommen klar und farblos ist. Im Filtrat wird durch Zusatz von 
2g Ammonsulfat pro 10 ccm ausgesalzen. Den weiben Niederschlag saugt 
man auf kleinen gehiirteten Filtern ab, nimmt ihn vom Filter und ldést ihn 
in 5eem Wasser. Die Lésung wird mit dem gleichen Volumen 5 °/,iger 
Trichloressigsiure versetzt und bleibt 1/, Stunde stehen. Der nach dieser 
Zeit gebildete Niederschlag wird abfiltriert und verworfen. Das klare 
Filtrat bringt man mit einigen Tropfen 5n-NaOH auf py 3,0. Durch Zu- 
satz von 5,6 g Ammonsulfat pro 10 ccm wird der Hemmungskérper aus- 
gesalzen. Der Niederschlag wird auf einem kleinen gehirteten Filter scharf 
abgesaugt, er betrigt etwa 20—30 mg. Da er betriichtliche Mengen von 
Ammonsulfat enthalt, 1aBt sich eine einwandfreie Elementaranalyse der 
wirksamen Substanz nicht durchfiihren. Die Substanz lést sich leicht, 
vollkommen und klar in Wasser, gibt schwache Biuret- und Ninhydrin- 
reaktion. Ihre wiBrige Liésung, bei neutraler Reaktion einer Lésung von 
krystallisiertem Pankreastrypsin, vom Rind zugesetzt, vermag dieses vdllig 
zu inaktivieren. Nach einer Uberschlagsrechnung wiirde die auf diese 
Weise gewonnene Inhibitormenge ausreichen, um die aus dem Fibrin der 
gleichen Blutmenge gewinnbare Trypsinaktivitat aufzuheben. 

II. Ausfiihrung der Fermentversuche. Simtliche Fermentversuche 
wurden in der von Northrop und Kunitz‘) angegebenen Weise aus- 
gefiihrt. Als Substratlésung diente 5 °/,ige Caseinlésung in m/10-Phosphat- 
16* 
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puffer von py 7,6. Zu jeweils 5 ccm Substratlésung wurde 1 cem der zy 
untersuchenden Fermentlésung gesetzt. Nach der Bebriitung (meist 20 hig 
30 Minuten) wurde mit 6ccem 10 °/,iger Trichloressigsiure gefillt. In 6 cen 
des Filtrats wurde der neugebildete Reststickstoff nach der Mikromethode 
von Fuchs’) bestimmt. Die Berechnung der Fermenteinheiten erfolgte nac\ 


der Formel: “—— és 
as. 
[T. U. [seg a” = 


(m = Rest-N-Zunahme in Milli- eg ¢ = Versuchszeit in Minuten, 
c = mg Proteinstickstoff der angewandten Fermentlésung in 1 ccm). 

Beispiel: Durch 1 ecem Chymotrypsinlésung mit 0,5-10-' mg PN, 
Rest-N-Zuwachs nach 30 Minuten Bebriitung 0,232 mg = 0,017 Milli-Aqui. 
valente N. 0.017 


PP. 0 : 
[ T-U. |ng PN. = 30-0,5-10-8 ~ bls. 


Zusammenfassung. 


Aus Rinderblut wird eine wasserlésliche, durch Trichlor- 
essigsiure nicht fillbare, mit Ammonsulfat aussalzbare Substanz 
isoliert, die krystallisiertes Trypsin aus Rinderpankreas in quan- 
titativ verlaufender Reaktion inaktiviert, mit krystallisiertem 
Chymotrypsin aus Rinderpankreas aber nicht reagiert. 
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Uber Kollagen und verwandte Substanzen. 
Von 


E. Cherbuliez, J. Jeannerat und Kurt H. Meyer. 
(Aus den Laboratoires de Chimie inorganique et organique der Universitat Genf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6, August 1938.) 


Bekanntlich zieht sich die native kollagene Faser in ge- 
eigneten Mitteln bei bestimmten Temperaturen plétzlich zusammen 
und geht dabei in einen elastisch dehnbaren Zustand iiber; die 
vorher gegen Trypsin bestindige Fibrille verliert dabei teilweise 
ihre Trypsinfestigkeit. Bei langerem Erwiirmen geht sie in die 
wasserlésliche Gelatine itiber. 

Verwandte Erscheinungen zeigt das Elastoidin der Hai- 
fischflossen sowie das faserige, von Fauré-Frémiet?) aus Fisch- 
blasen durch tryptische Verdauung isolierte Ichthyokoll. 

Die Vorginge beim Erwirmen des Kollagens sind wegen 
ihrer technischen und theoretischen Bedeutung iiberaus oft und 
eingehend bearbeitet worden, so daB es nicht angebracht erscheint, 
das Schrifttum vollstindig zu zitieren. 

Bereits vor langerer Zeit haben Wohlisch und du Mesnil 
de Rochemont?) die Ansicht ausgesprochen, daf es sich beim 
Ubergang vom nativen Kollagen in die elastische Modifikation 
um die reversible Bildung einer zweiten Modifikation handelt. 
Sie zeigten, daB die Umwandlungstemperatur durch Zug erhéht 
wird und leiteten die thermodynamische Gleichung zur Bestimmung 
der Umwandlungswirme ab. In spiteren Arbeiten sah Wo6h- 
lisch*) in der Umwandlung des nativen Kollagens (Form I) in 
die elastische Form (Kollagen II) bereits die Gelatinebildung und 
meinte, da8 Kollagen II mit Gelatine identisch sei. 

Die Auffassung, daB der Ubergang in die elastische Form 
notwendig mit dem Ubergang in die lésliche und tryptisch 





') Arch. d’Anatomie microscopique 33, 81 (1937). 
*) Z. Biol. 85, 406 (1927); vgl. auch Naturw. 26, 380 (1938). 
*) Biochem. Z. 247, 329 (1982). 
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angreifbare Form gekoppelt sei, wird neuerdings von Grassmann) 
vertreten. Dagegen haben frithzeitig Gerngross und Katz?) zeigen 
kénnen, daB die geschrumpfte elastische Sehne sich wieder durch 
vorsichtiges Dehnen in die ,,native“, nicht elastische Form zuriick. 
verwandeln laBt. Die gleiche Feststellung hat auch der eine yon 
uns*) gemacht und die Auffassung entwickelt, daB es sich bein 
»schnurren® um ein Schmelzen der krystallisierten Micelle 
handelt — also um eine reversible Umwandlung — der eine 
irreversible Hydrolyse und Kettenverkleinerung folgt, die zu 
Gelatine fihrt. Gerngross, Hermann und Abitz‘4) haben itber 
die Art der Krystallisation eine spezielle Vorstellung entwickelt, 
die man als ,,Fransentheorie“ bezeichnet. Eine eigene Ansicht 
hat Kiintzel®) entwickelt, dem man sehr eingehende Studien iiher 
Kollagen verdankt; wir kommen spiiter darauf zu sprechen. 

Wie wir in zwei vorliufigen Notizen®) mitgeteilt haben, sind 
wir zu der Auffassung gekommen, da8 sich bei der Behandlung 
der Sehne in heiBem Wasser 2 Vorginge iiberlagern: nimlich 

1. der reversible Vorgang des Schmelzens der Krystallite, 
makroskopisch erkennbar am Schrumpfen und an dem Auftreten 
der kautschukihnlichen Dehnbarkeit und 

2. der irreversible Vorgang einer Hydrolyse, der erkennbar 
ist an der zunehmenden Angreifbarkeit durch Trypsin, der zu- 
nehmenden Wasserléslichkeit und schlieBlich — bei vollzogener 
Lésung — der fortschreitenden Kettenverkleinerung, kenntlich 
an der Abnahme der Viscositiéit der Gelatine bei fortdauerndem 
Kochen. 

Unsere SchluBfolgerungen stiitzen sich hauptsiichlich auf 
folgende Ergebnisse. 


1. Bei vorsichtiger Schrumpfung in Wasser oder Formamid | 
bleibt die Resistenz gegen Trypsin weitgehend gewahrt; vorsichtig | 


geschrumpfte Faserchen lassen sich in kaltem Wasser durch 
wiederholtes Ziehen wieder in den urspriinglichen, nicht elastischen 
Zustand zuriickverwandeln. 





1) Kolloid-Z. 77, 205 (1936). *) Kolloid-Z. 39, 181 (1926). 

5) K. H. Meyer, Biochem. Z. 214, 254 (1929); Meyer u. Mark, 
Aufbau der Hochpolymeren, 19380, S. 227. Vgl. auch Sheppard u. Houck, 
J. physical. Chem. 34, 273 (1930). 

*) Biochem. Z. 228, 409 (1930). 

5) Festschrift fiir Stiasny, 1937, S. 191; Biochem. Z. 267, 243 (1933). 

*) Cherbuliez u. K. H. Meyer, C. r. Soc. de Physique et d'Hist. 
nat. de Genéve 54, 122 (1937); C. r. Trav. Labor. Carlsberg 22, 118 (1938). 
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2. Bei lingerer Behandlung mit 2°/,iger Natronlauge bei 
ewéhnlicher Temperatur schrumpft die Faser nicht, sondern quillt 
nur sehr stark quer zur Faserrichtung. Dabei bleiben die krystallinen 
Bereiche erhalten; aber die Resistenz gegeniiber Trypsin ist voll- 
stindig geschwunden. In heiBem Wasser behandelt, schrumpft 
das Produkt ebenso wie unverinderte Sehne und geht zum gréBten 
Teil in Lésung; diese letztere erstarrt beim Abkiihlen: es ist 
Gelatine entstanden. 

Es gelingt also, die beiden Umwandlungen, die physikalische 
des Zusammenbruchs des Gitters und die chemische der Hydrolyse, 
fast vollstindig zu trennen und in beliebiger Reihenfolge aus- 
zufiihren: vorsichtiges ,Schmelzen“ laBt die Polypeptidketten intakt 
mit ihrer Widerstandsfihigkeit gegen Trypsin; vorsichtige, kalte 
Hydrolyse mit Lauge laBt das Krystallgitter bestehen, schafft 
aber dem Ferment eine geniigende Zahl von Angriffspunkten, so 
daB letzteres vollstindigen raschen Abbau hervorruft. In diesem 
Zustand geniigt es, durch Erwirmen in Wasser die Krystallite 
zu zerstoren, um die in hei&em Wasser lésliche Gelatine zu erhalten. 

In vorliegender Untersuchung haben wir diesen Tatbestand 
vertiefen und weiter stiitzen wollen. Wir haben in die Unter- 
suchung auch das Elastoidin und das Ichthyokoll einbezogen, 
die in warmem Wasser ebenfalls Umwandlungen erleiden, bei denen, 
wie Fauré-Frémiet!) und Champetier’) gezeigt haben, ihre 
Krystallstruktur zusammenbricht und sich chemische Verinderungen 
einstellen. 


Bei den in folgendem beschriebenen Verdauungsversuchen sind wir 
folgendermaBen vorgegangen: Die zu untersuchenden Proben wurden feucht 
in die Fermentlésung (Trypsin) gebracht, wobei der Wassergehalt in einer 
besonderen Probe bestimmt wurde. Die Trypsinlésung hatte die Zusammen- 
setzung: 


ee a 20 ccm, 
ee ee 5 cem, 
i ee ee ae ee ae ee 5 eem, 
ee & oo 6 ace kh ewe 8 110 cem. 


Je 2 g Substanz wurden in je 50 cem dieser Lésung bei 37,6° belassen. 
Zur Bestimmung der in Freiheit gesetzten COOH-Gruppen wurden 5 cem 
dieser Lésung mit 5 cem absolutem Alkohol verdiinnt und mit 0,2 n-KOH 
unter Zusatz von 0,7 cem 0,5°/, iger alkoholischer Thymolphthaleinlésung 


') J. Chim. Phys. 33, 801 (1936); 34, 125 (1937); Arch. Anat. microse. 
(Fr.) 33, 81 (1937). 

*) J. chim. Phys. 34, 197 (1937); vgl. auch Picken, J. chim. Phys. 34, 
764 (1937). 








944 E. Cherbuliez, J. Jeannerat und Kurt H. Meyer, 


bis zur leichten Blaufirbung titriert. Darauf wurden 40 cem kochender 
absoluter Alkohol zugefiigt und bis zur Blaufirbung weiter titriert. Bein 
Titrieren ist der Zutritt der Luftkohlensiure zu vermeiden. In den Tabellen 
ist der Angriff in Prozenten bezogen auf die vorhandenen Peptidbindungen 
gegeben. Dieser Berechnung liegt die Annahme eines mittleren Molekular- 
gewichtes der Peptidreste von 100 zugrunde. 

Bei den Versuchen mit Papain wurden 0,012 g kaufliches Papain zy 
einer Mischung von 2 cem 3°/,iger HCN-Lésung und 5 cem n/5-Natrium- 
dicitrat (nach Soerensen) gefiigt. Diese Mischung wurde zur Aktivierung 
des Ferments 2 Stunden bei 40° belassen und darauf 2 g der zu priifenden 
Eiwei8-Substanz sowie 28 cem Wasser hinzugefiigt'). Bei léslichen Eiwei- 
kérpern, z. B. bei dem wasserléslich gemachten Ichthyokoll, wurden 2 
Eiwei8 in 28 cem Wasser gelést und das aktivierte Ferment hinzugefiigt, 
Darauf wurden sofort 10 cem zum Blindversuch entnommen und mit alko- 
holischer Kalilauge und Thymolphthalein titriert. Aus dem Mehrverbrauch 
an Lauge, der sich nach Einwirkung des Ferments zeigte, lieB sich der 
Prozentsatz in Freiheit gesetzter Aminosiiuren entnehmen. Die Aktivitiit 
des Priparates war an Gelatine gepriift worden. 


A. Kollagen. 
1. Das Ausgangsmaterial. 


Wir haben durchweg mit Sehnenfiserchen aus der Achilles- 
sehne des Schweines gearbeitet, die durch mechanisches Zerzupfen 
erhalten wurden. 

Diese nativen Fasern sind nicht vollstiindig gegen Trypsin 
resistent, sondern enthalten einen kleinen Prozentsatz angreif- 
baren Materials, wie folgende Zahlen zeigen: 


Abbau von nativen Fasern durch Trypsin 


mach Tagen. .... 2 3 5 6 8 15 
Abbau in %/, .... 0,75 10 14 #19 #22 «2,2 


Da wir zur Reinigung vielfach eine Vorbehandlung mit 
2°/,iger Natronlauge bei gewéhnlicher Temperatur gewihlt haben, 
seien Zahlen angefihrt, die zeigen, daB in der Tat bis zu einigen 
Stunden Dauer dieser Behandlung dadurch nur leicht abbaubare 
Proteine entfernt werden, unter Steigerung der Widerstandsfahig- 
keit des Riickstandes. 


Abbau von Fasern durch Trypsin in 9 Tagen 
nach Behandlung mit 2°/, NOH wihrend 


a en a 0 a. 1 1*/, 2 4 51), 
Abbau in % ... 3,2 1,6 2 2 1,6 1,6 0,7 


1) Vgl. Grassmann, Z. physiol. Chem. 194, 124 (19381). 
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Uber Kollagen und verwandte Substanzen. 945 


Die reinigende Wirkung dieser Behandlung zeigt sich unter 
anderem auch durch die Fiaulnisresistenz, die das Material da- 


durch erhilt. 


Abbau von nativen Fasern durch Papain 


meen Teyem .......4.. 8 15 
i eee 3,2 5,2 


Danach wird also native Sehne von Papain angegriffen, von 
Trypsin dagegen nicht. Wir werden den gleichen Unterschied 
in der Widerstandsfahigkeit auch beim Ichthyokoll in wiBriger 
Lisung wiederfinden. 

Wir schlieBen daraus, daB der faserige native Zustand nicht 
die Ursache einer allgemeinen Fermentfestigkeit ist, sondern daB 
chemische Griinde vorliegen. Am wahrscheinlichsten ist es, im 
Sinne der neueren Fermentforschung mit Waldschmidt- 
Leitz!) anzunehmen, daB die Proteinase des Trypsins eine Carb- 
oxyproteinase ist, welche nur Eiweibketten mit endstindigen 


0 


(—N—CHR—COOH-Gruppen abbaut, wihrend der Angriff des 


H 
Papains sich anders vollzieht. Danach wire die Voraussetzung 


fiir die Angreifbarkeit durch Trypsin das Vorhandensein bzw. 
die Freilegung endstindiger Carboxylgruppen, wie sie z. B. durch 
Hydrolyse eintritt. 


2. KinfluB des intermicellaren Schmelzens und der 
Rekrystallisation auf den Fermentabbau durch Trypsin. 


Die hauptsichlichen Ergebnisse werden durch folgende Zahlen- 
reihen des Abbaues der verschieden behandelten Fasern wieder- 
gegeben (S. 246). 

Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die durch méglichst 
schonende vorsichtige Behandlung mit ,schrumpfenden‘ Mitteln 
erhaltene elastische Modifikation — oft Kollagen II genannt — 
eine gewisse, aber recht maBige Angreifbarkeit durch Trypsin be- 
sitzt, die durch Rekrystallisation (Dehnung unter Spannung in 
kaltem Wasser, z.B. Nr.5 und 6 oder 16 und 17; spontane Dehnung 
bei Behandlung mit kaltem Wasser: 18 und 19 oder 13 und 20) 
zum Teil wieder riickgingig gemacht wird. Bei dieser Umwand- 
lung ist die schon bekannte Zerstérung des Gitters die Haupt- 


1) E. Waldschmidt-Leitz u. A. K. Balls in Hdb. der Lebensmittel- 
chemie I, S. 716 (1938). 
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Rohfasern. 
i Abbau in °/, nach Tagen 
Z 5 | 8 | 12 15 
1} Ohne Schrumpfung . . 0,7 
14 | 2,2 2,2 
2] Schrumpfung in H,O, 68°, 45 Sek. 4,3 83 | 12,9 § 129 
‘(11 Tage 
3} Desgl.; nachher in Eiswasser auf ?/, 
der urspriinglichen Linge gedehnt 1,3 $§ |; 88 
4| Schrumpfung in Formamid, 37°, 45 Sek. 4 
5| Desgl.; nachher in Eiswasser auf 2/, | 
der urspriinglichen Linge gedehnt 1 
Fasern nach 15tigiger Vorbehandlung mit oo 
6| Schrumpfung in H,O, 68°, 45 Sek. 42 | | 
7| Desgl.; auf #/, Linge gedehnt .. . 3,9 | 
8} Schrumpfung in H,O, 75°, 45 Sek. . 7,7 | 
9} Schrumpfung in Formamid, 37°, 45 Sek. 8,2 
10] Desgl.; nachher auf ?/, gedehnt 3,2 
Fasern nach aoe mit a NaOH wihrend 5 Stunden, 
11] Ohne Schrumpfung . . 0,7 | 1,0 
12] Schrumpfung in H,0, 62°, 45 Sek. 4,77 | 86 | 109 | 11,2 
| ‘(11 Tage) | 
13] Desgl.; auf */; gedehnt. . . 1,0 | | 
14 Schrumpfung in H,O, 84°, 45 ‘Sek. 10,2 | 
15| Schrumpfung in Formamid, 3°, 45 Sek. ; | | 
2 Stdn. in H, O bei 25° gewaschen 43 | 
16] Desgl.; auf ?/, gedehnt. ee 1,6 | | 
17] Desgl.; in Eiswasser 24 Stdn.; ‘ frei- | 
willige Streckung .. . . 0,3 
18} Desgl.; 8 Tage in Eiswasser; frei- | | 
willige Streckung . . 1,2 | | 2,0 
(7 Tage) | | 
19] Schrumpfung in H,O, 62°, 60 Sek.; | | 
in Eiswasser gewaschen. .... | 20 | | 23 | 
(7 Tage) | | 
Fasern nach Vorbehandlung mit 2°/, NaOH wihrend 2 Stunden. 
bs Abbau in °/, nach Tagen 
A s | 14 | 21 | 28 
| | | 
20] Ohne Senet cee: ee 21 | 81a | 8, | 
21] Desgl.; in Ather—Kohlensiureschnee | 
zerrieben ..... . 3,0 3,8 | 3,8 
22 Schrumpfung in H,0O, 63°, 60 ‘Sek. 7,0 | 11,5 | 12,5 14,0 
23] Desgl.; auf ? /s gedehnt. ao ne 3,5 4,2 | 10,5 11, 
24 Schrumpfung i in Formamid, 39°, 60 Sek. 
2 Tage in H,O bei 25°. . . 6,8 91 | 10,8 | 11,5 
25] Desgl.; auf a). gedehnt; 2 Tage in 
H,O bei 25° . . 28 | 67 | 88 | 98 
26 Schrumpfung i in NH, CNS 60805 2 " | 
5 Sek. ee a 7,0 | 9,2 11,0 
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erscheinung. Die hydrolytischen Vorginge treten dabei ganz in 
den Hintergrund; die beobachtete Vergréferung der Angreifbar- 
keit ist wohl dadurch zu erkliren, daB die Zerstérung des Gitters 
den Zutritt des Fermentes zu den von vornherein nicht trypsin- 
festen Teilen erleichtert; schon eine mechanische Zerkleinerung 
(21) wirkt sich in gleichem Sinn aus. 

Wird die Behandlung weniger vorsichtig gestaltet (Wasser 
bei mehr als 70°, 8 und 14), so setzt sehr rasch eine Hydrolyse 
ein, die sich durch stark erhéhten Trypsinabbau verrit. 


3. Hydrolytischer Abbau 
ohne intermicellares Schmelzen. 


Man kann, worauf besonders Wéhlisch hingewiesen hat, die 
Schrumpfungstemperatur durch Spannung heraufsetzen. Dadurch 
ist es méglich, bei Temperaturen oberhalb der gewéhnlichen 
Schrumpfungstemperatur und ohne daB die Umwandlung in die 
elastische Form eintritt, den Angriff des Wassers zu studieren. 
Das Resultat einer Wasserbehandlung von 2 Minuten bei 72° ist 
eine starke Zunahme der Angreifbarkeit durch Trypsin. Wir 
haben hier also das Umgekehrte wie bei den Schrumpfungs- 
versuchen bei tiefer Temperatur: nimlich deutliche irreversible 
chemische Anderung, d. h. Hydrolyse, ohne daS die physi- 
kalische reversible Anderung auftritt. 


Fasern (nicht vorbehandelt) wurden unter starker Spannung belassen, 
so daB keine Kontraktion eintrat, und dann dem Ferment ausgesetzt: 


ee ee ee ee ee 8 21 


Re, ee ae ae ee 9 14 
28 Abbau des gleichen Materials ohne Warmwasserbehandlung 2,6 4,3 


Prinzipiell die gleiche Erscheinung kann man durch sehr 
langes Behandeln mit Alkalien erreichen. 

Bei mehrwéchentlichem Stehen unter 2°/, NaOH quellen die 
Fasern ohne Lingeninderung auf das 50—100fache ihres Quer- 
schnittes. Nach Auswaschen der Lauge bleibt der gequollene Zu- 
stand erhalten. Diese glasig erscheinenden Fasern werden rasch 
und vollstindig durch Trypsin verdaut: in 5 Tagen 64°/, Abbau. 
Beim Erwiirmen auf 50—60° schrumpfen sie (sie enthalten also 
noch Krystallite) und verfliissigen sich dabei zum gréBten Teil; 
die von den nicht verfliissigten Bestandteilen abgegossene Lésung 
erstarrt beim Abkihlen allmahlich zu einer typischen Gelatine- 
gallerte. Trocknet man die alkalibehandelten glasigen Fasern 
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bei Zimmertemperatur im Vakuum, so behalten sie ihre Linge 
in der Richtung der Faser und schrumpfen nur in der Quer. 
richtung. Die getrockneten Fasern geben ein typisches Faser. 
diagramm des Kollagens. Es hat also keine Umwandlung in die} 
amorphe Form II stattgefunden. Die sehr leichte Angreifbarkeit | 
durch Trypsin dieser nicht geschrumpften Fasern erklirt sich 
offenbar dadurch, daB ein hydrolytischer Abbau geniigend Carb. | 
oxylgruppen freigelegt hat. Ferner sind die noch vorhandenen| 
Krystallite, d.h. die Stellen der Ketten, in denen noch gitter. 
miBige Ordnung herrscht, infolge der starken intermicellaren 
Quellung von allen Seiten vom Enzym erreichbar, so daB dic 
Krystallitform keinen Schutz mehr bildet. 


4, KinfluB des p,, bei vorsichtiger Schrumpfung 
auf den Trypsinabbau. 


Bei dem Schrumpfen des Kollagens in heiBem Wasser iiber. 
lagert sich also dem Zusammenbruch des Gitters immer cine 
gewisse Hydrolyse. Es war vorauszusehen, daB dieser chemische 
Nebenvorgang von der Wasserstoffionenkonzentration des Wassers | 
abhingig ist. Es war aber a priori nicht gesagt, daB ein Minimun 
von Angreifbarkeit durch Trypsin bei Behandlung am Neutral- 
punkt eintreten miBte. Es zeigt sich in der Tat, daB nach dem 
Schrumpfen in Wasser bei p,,= 9 der Trypsinabbau ein deut- 
liches Minimum zeigt. 


Die 2 Stunden mit 2°/,iger NaOH behandelten und fein zerschnittenen 
Fasern werden im Mérser mit Ather-Kohlensiureschnee zerrieben. Proben 
von je 2g werden in Pufferlésungen von py 2—12 eingetragen (von 
Py 2—4 Glykokoll-Salzsiiure; von py 5—8 Phosphatpuffer; von py, 9 
bis 12 Glykokoll-Natronlauge). Nach 15stiindigem Stehen werden die Sus. 
pensionen im Verlauf von 6 Minuten auf 66° gebracht und 10 Minuten bei 
dieser Temperatur gelassen. Jede Probe wird darauf 3—4 Tage bei 37° 
unter hiufigem Wechsel der Fliissigkeit mit Wasser gewaschen, dann mit 
60 ccm Trypsinlésung versetzt und bei 37° wihrend 14 Tagen verdaut. 





Trypsinabbau in Prozent, 
Nr. nach Schrumpfung bei verschiedenem py. 


rae > e& 2 & 6 YT ee SB BM OP 
Abbau in %,. 18 16,5 15,5 14,5 16,5 14,5 14 10 10,5 18,5 16,5 


Bei py = 2 und 8 tritt starke Quellung ein. 


Ks ist nicht ohne Interesse festzustellen, daB das Minimum 
von EKinwirkung bei einer Reaktion eintritt, die nicht nur vom 
Neutralpunkt entfernt ist, sondern auch sehr weit vom isoelek- 
trischen Punkt der Gelatine — p,, 5,05 — abliegt. 
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Uber Kollagen und verwandte Substanzen. 249 


5. Die Natur des reversiblen und irreversiblen Vorgangs. 


Die aufgefiihrten Versuche stiitzen die eingangs auseinander- 


gesetzte Auffassung, daB beim Ubergang von Kollagen I in II und in 
Gelatine sich ein reversibler und ein irreversibler Vorgang iiberlagern. 


Gleichzeitig mit uns kommt Kiintzel!) in einer zusammen- 
fassenden Arbeit iiber die Verleimung des Kollagens zu folgenden 


“SchluBfolgerungen: Die Verleimung besteht nach Kiintzel in 
einem reversiblen Vorgang — dem Schmelzen — und einem irre- 
-yersiblen Vorgang — dem Zusammenschnurren der Ketten. 


Wie man sieht, ist diese Auffassung nicht ganz die unsere, 


denn wir halten das Zusammenschnurren fiir einen Teil der re- 


versiblen Reaktion. Wir wollen unsere Ansicht deshalb méglichst 
klar auseinandersetzen und begriinden. 
a) Der reversible Vorgang. Ahnlich wie beim gedehnt 


_krystallisierten Kautschuk verschwinden bei Erhéhung der Tempe- 
‘ratur die Interferenzen der Faser. Die Fasern verkiirzen sich; sie 
werden elastisch. Alle drei Erscheinungen sind bei Sehne wie bei 
Kautschuk durch ein und dasselbe molekulare Geschehen ver- 
‘ursacht: den Ubergang vom orientiert krystallisierten in den 
-Gummizustand. Als ,Gummizustand“?) bezeichnen wir den 
' charakteristischen Aggregatzustand der kautschukihnlichen Systeme, 
‘der eine definierte Zwischenstellung zwischen dem festen und 
- fliissigen Zustand einnimmt: in ihm sind Atome oder Atomgruppen 
in einer Dimension durch Bindungen, wie sie in festen Kérpern 
' vorkommen, verbunden, in den anderen Richtungen durch ,,fliissige“ 


Bindungen. Beim ,Schmelzen“ des Kautschuks und des Kollagens 


-handelt es sich also um ein ,zweidimensionales* Schmelzen. 
-Sobald die Ketten nicht mehr in ihrer gestreckten, thermo- 
_dynamisch unwahrscheinlichen Lage durch Gitterkrifte gehalten 
werden, gehen sie unter dem KinfluB der Wirmebewegung in die 


statistisch begiinstigte verkiirzte Form iiber. Es sind namlich 


_infolge der Drehbarkeit um die Einfachbindungen viele verkiirzte 


Formen einer Kette méglich, gegeniiber nur einer maximal ge- 


_streckten Form’). Die verkiirzten Formen werden daher in der 
_Schmelze viel haufiger sein. 





1) Stiasny-Festschrift 1937, S. 191. 
*) K. H. Meyer, Z. angew. Chem. 50, 328 (1937); Chemistry and 


| Industry 57, 439 (1938). 


*) Meyer, Susich u. Valké, Kolloid-Z. 59, 208 (1932); Meyer u. 


_ Ferri, Helvet. chim. Acta 18, 570 (1935); Pfliigers Arch. 238, 78 (1936); Guth 
_ u. Mark, Monatshefte Wien 69, 115 (1934); W. Kuhn, Kolloid-Z. 76, 258 (1936). 
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Mit dieser Auffassung steht die Beobachtung in Uberein- 
stimmung, daB der Schmelzpunkt der Sehne (ebenso wie der des 
gedehnten Kautschuks oder der Gutta) durch Zug erhéht wird, 
Bei der Umwandlungstemperatur gilt namlich: 


4AF=O0=4H-TAS; TAS=4H 
(/ = freie Energie, H = Wirmeinhalt, § = Entropie) 


AS= Sam, _ Siryst. 


Nun bewirkt ein aiuBerer Zug Gleichrichtung der Ketten, 
wodurch ihre Anordnungsméglichkeiten eingeschrinkt werden: dic 
Zahl der méglichen Komplexionen, genannt ,,thermodynamische 
Wabrscheinlichkeit“ $$ wird kleiner. Da S = 2 In § ist, wird auch 
die Entropie im gedehnt-amorphen Zustand verkleinert, und die 
GréBe 4S, die Schmelzentropie verringert sich ebenfalls. Da JH, 
die Schmelzwirme, wenig temperaturabhingig ist, so muB 7’, die 
Schmelztemperatur, steigen, wenn die Schmelzentropie durch Zug 
abnimmt. 

Die bisherigen Betrachtungen gelten ebenso fiir Kautschuk 
wie fiir Sehnenfasern. In folgendem aber ist ein Unterschied zu 
erkennen: die Sehne enthalt im Gegensatz zum Kautschuk Quell- 
mittel. Es handelt sich also nicht um ein Schmelzen, sondern um 
ein ,,Lésen“ im Queliwasser, und zwar ein zweidimensionales 
Lésen. Man kann natiirlich auch vom Schmelzen im Lésungswasser 
sprechen. Dariiber kann man folgende Betrachtungen anstellen. 

Ks la8t sich in einem biniren System aus krystallisierter 
Substanz und Lésungsmittel zu jeder Temperatur eine bestimmte 
Sattigungskonzentration angeben, und umgekehrt zu jedem nach 
seiner Konzentration bestimmten System eine Sittigungstemperatur, 
oberhalb deren die Krystallite verschwinden und unterhalb deren 
Krystallisation auftritt. 

Beim Kollagen haben wir es mit Krystalliten zu tun, die 
aus Ketten oder Kettenteilen gebildet sind, und die zu einem 
losen dreidimensionalen Netz durch Hauptvalenzen vernetzt sind. 
In der wasserhaltigen Faser und in dem geschrumpften, amorphen, 
gequollenen Kollagen ist nun die ,,Sittigungskonzentration“ der 
Kettenteile nicht durch die Menge zugesetzten Wassers bestimmt, 
sondern durch die Weite der Maschen, denn diese Weite be- 
grenzt die Entfernung der Kettenteile voneinander. Daher mui 
fiir jedes Lésungsmittel eine Temperatur existieren, bei der die 
Krystallite verschwinden und die feste Phase in die zweidimensional 
geléste iibergegangen ist. Bei allen Kettenpolymeren ist nun die 
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Temperatur, bei der das Produkt kaum léslich ist, von derjenigen, 
bei der es bereits in sehr erheblichen Mengen (z. B. 20°/,) in Lésung 
geht, nur durch einen sehr kleinen Intervall getrennt. Das ,,Lésen“ 
erscheint dann wie ein Schmelzen’), 

Je héher die Léslichkeit der Kollagenketten in dem betreffen- 
den Lisungsmittel ist, desto niedriger ist die Schmelztemperatur. 
Salze, die die Léslichkeit der Peptide erhéhen, setzen die Schmelz- 
temperatur herab, aussalzende setzen sie herauf (,,Pickel-Effekt). 
Diese Verhiltnisse sind eingehend von Kiintzel studiert worden. 
Er beobachtete auch, daB manche Salze in niederen Konzen- 
trationen ,lésend“, d.h. schmelzpunkterniedrigend, in héheren aus- 
salzend wirken, wie man es auch bei anderen Kiweiikérpern kennt. 

b) Der irreversible Vorgang. Wie Grassmann angegeben 
hat und wie wir bestitigen kénnen, kommt der Trypsinabbau 
vorbehandelten Materials zum Stillstand, nachdem ein gewisser 
Teil Kollagen verdaut ist. Derselbe hangt von der Dauer der 
Vorbehandlung mit Wasser und der Temperatur bei derselben ab. 
Es vollzieht sich also irgendeine Reaktion, die allmihlich die 
Kollagenketten irgendwie verindert. Der Temperaturkoeffizient 
dieser Reaktion laBt sich aus den Grassmannschen Werten ab- 
schiitzen: pro 2° Temperaturerhéhung (oberhalb der Schrumpfungs- 
temperatur) tritt eine Abbausteigerung um 20—30°/, ein. Daraus 
berechnet sich eine Aktivierungswirme von 20000—30000 cal. 
Diese Aktivierungswirme ist von der GréfBe, die man bei hydro- 
lytischen Vorgiingen kennt. Da8 der irreversible Vorgang stark p,, 
abhingig ist, spricht unseres Krachtens ebenfalls fiir eine Hydrolyse. 

Die Hydrolyse fiihrt nun nicht nur zur Angreifbarkeit durch 
Trypsin, sondern auch zur Verkleinerung der Ketten. Dadurch 
wird der Zusammenhalt des Netzes zerstért: die Faser wird 
plastisch deformierbar und zuletzt léslich. Der Vorgang 
hat seine Analogie im Regenerieren des vulkanisierten Kautschuks, 
wobei man durch Hitze die Kautschukketten abbaut und aus 
einem nichtplastischen, begrenzt quellbaren ein plastisches, lés- 
liches Produkt bekommt. 

Wir kénnen also sagen, dab das EKintreten der kautschuk- 
elastischen EKigenschaften bei Kollagen auf den reversiblen 
ProzeB zuriickgeht, das der plastischen Eigenschaften auf den 
irreversiblen. 


'! Bakhuis Roozeboom, Heterogene Gleichgewichte 2, 274 
(nach van Laar); Biichner, Ree. Tray. chim. Pays-Bas 42, 787 (1923); 
K. H. Meyer u. A. van der Wyk, Helvet. chim. Acta 20, 1331 (1937). 











952 E. Cherbuliez, J. Jeannerat und K. H. Meyer, 


B. Elastoidin und Ichthyokoll. 


Wir haben auch das dem Kollagen verwandte Elastoidin in 
die Untersuchung einbezogen. 

Elastoidin stellt lange diinne Faden dar, die aus Haifisch- 
flossen isoliert werden kénnen. Wie W.J. Schmidt?) und Fauré.- 
Frémiet’) gezeigt haben, schrumpft Elastoidin in heiBem Wasser: 
das urspriingliche Gitter verschwindet dabei. Das geschrumpfte 
Elastoidin besitzt eine allerdings geringe elastische Dehnbarkeit, 
die bedeutend kleiner als die des Kollagens ist; seine mechanische 
Festigkeit ist ebenfalls viel kleiner. 

In Wasser von 65° gebracht, schrumpft Elastoidin sehr rasch 
auf +/, seiner urspriinglichen Linge; in einer 60°/,igen Lisung 
von Ammoniumrhodanid tritt der Vorgang bei gewohnlicher Tempe- 
ratur schon in ?/, Minute ein. Formamid wirkt ebenfalls schon 
bei gewoéhnlicher Temperatur, wenn auch langsam, sehr rasch 
aber bei 38° 

In jedem Fall zeigt sich das erhaltene Produkt sehr leicht 
angreifbar durch Trypsin. ‘Trotz einer Behandlung, die eine 
Hydrolyse nach Méglichkeit ausschlieBt, tritt hier mit dem Zu- 
sammenbruch des Gitters Verdaubarkeit durch das Ferment auf. 


Elastoidinabbau durch Trypsin. 








In "fo nach ‘T: agen 








|| Nr. 
~] 
= 
re 





Matives Hiesteimim . . 9.6 ss et wt tht 0 0 


’ 30] Schrumpfung auf '/, in H,O, 65°, 45 Sek. . . 30,9 40,5 
31] Nach 2Stdn. in H,O, Schrumpfen i in NH, CNS, 60 1, 
20°, 30 Sek.; 1 Tag in H,O bei 38° * gewaschen 36 50 


32] 6 Tage in Formamid getriinkt (auf ?/; geschrumpft), 
dann 60 Sek. in Formamid bei 38° ganz ge- 











schrumpft; 1 Tag in H,O bei 38° gewaschen . 16 21,3 
33] 7 Tage in Formamid getrinkt; 1 Tag bei 25° ge- 
ie) Sek ei Sik & s oe ee 4 80 


Entweder ist also die Substanz viel leichter angreifbar als 
Kollagen, so da8 die Hydrolyse praktisch nicht auszuschlieBen 
ist, oder die Trypsinresistenz ist hier an den krystallisierten Zu- 
stand gekniipft. 





1) Z. Biol. 81, 193 (1924). 

*) a. a. O., S. 243 dieser Arbeit, Anm. 1. 

Wir bimthianitn die Gelegenheit, um Herrn Prof. Fauré-Frémiet 
unseren Dank fiir die freundliche Uberlassung von Elastoidin und Ichthyokoll 
auszusprechen. 
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Wenn sich so Elastoidin durch seine Angreifbarkeit durch 


| Trypsin nach Zerstérung des Gitters weitgehend im Gegensatz 


zu Kollagen stellt, gibt es andererseits Bindegewebsproteine, die 


'ein dem Kollagen dhnliches Verhalten zeigen: nach Zerstérung 
' des Gitters tritt ein Abbau nur ein, wenn gleichzeitig die Még- 


lichkeit hydrolytischer Vorgiinge gegeben war. Kin solches Produkt 


hat sich im sogenannten Ichthyokoll gefunden. 


Ichthyokoll wurde von Fauré-Frémiet') durch tryptische 
Verdauung aus Fischblase erhalten. Es bildet feine, glinzende 
Niidelchen, die in Wasser unldslich sind und Krystallinterferenzen 


' zeigen. Wasser list bei 62°. Formamid und konzentrierte 


ee ae lésen langsam bei Zimmertemperatur. 
Durch Aceton oder Aceton—Alkohol laBt sich Ichthyokoll aus 


' diesen Lésungen ausfillen!), Ks ist nunmehr amorph und in 


Wasser sowie den verwendeten Pufferlésungen léslich. 


Ichthyokollabbau durch ee 








In 9 /, nach Tagen 
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34 Natives 7s a 0,4 | 0,4 
35| In Formamid 2 Tage suspendiert und dadurch zur 
Auflésung gebracht, zentrifugiert, Loésung mit 
Aceton gefillt, mit Eiswasser, Aceton und Ather 
gewaschen, dann in der Pufferlésung aufgelést | 1,8 1,8 | 
36] In 60°, NH, CNS 2 Tage suspendiert, wie das 
vorhergehende Produkt behandelt . . 21,0 | 26,4 | 26,4 
37} In Pufferlésung fiir Trypsin bei 62° in 2 Minuten | 
gelést; auf 35° abgekiihit (kein oeniie: 
mit 7mg Trypsin versetzt. .. . 15,2 | 22,0 | 22,0 


Ichthyokollabbau durch Papain. 


35| 0,5 g in Formamid gelést und wie im Versuch 35 | 
rat a eae eee gn eh we, Se Se er 8 | 13 














Das durch Formamid léslich gemachte Ichthyokoll ist trypsin- 
fest (Versuch 35). Beim Ichthyokoll l4Bt sich also die Zerstérung 
des Gitters bei der Auflésung von dem irreversiblen hydrolytischen 
Vorgang trennen. Die Zerstérung des Gitters ist insofern rever- 
sibel, als nicht zu verdiinnte wiBrige Lésungen des Ichthyokolls 
nach kurzer Zeit gelatinieren, was einer Krystallisation gleich- 
kommt *, 


') Arch. Anat. microse. 33, 81 (1937). 
*) Hermann, ~sesneng u. Abitz, Z. physik. Chem. B 10, 371 
(1930); K. H. Meyer u. A. van der Wyk, Helvet. chim. Acta 20, 1331 (1987). 
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Wihrend Formamid list ohne abzubauen, greifen warmes 
Wasser und kalte Rhodanidlésung an. Papain verdaut auch die 
trypsinfeste Lésung: der gleiche Unterschied hatte sich auch beim 


Kollagen gezeigt. 
Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB sich bei der Behandlung der kollagenen 
Fasern mit warmem Wasser 2 Vorginge iiberlagern: 

a) Ein reversibler, bestehend aus dem Zusammenbruch der 
gittermiBig geordneten Teile, verursacht durch das zweidimen- 
sionale Lisen der Ketten im Quellwasser. Dieser Ubergang in 
den amorphen Zustand ist vom Auftreten kautschukelastischer 
Eigenschaften begleitet (Ubergang in den ,Gummizustand*). 

b) Ein irreversibler, bestehend in einer Hydrolyse. Die Hydro- 
lyse macht das vorher trypsinfeste Kollagen angreifbar durch 
Trypsin, sie bewirkt durch Zerstirung des dreidimensionalen 
Netzes Minderung der mechanischen Festigkeit, fiihrt zum Aul- 
treten von Plastizitit, schlieBlich zur Auflésung und zur fort- 
schreitenden Viscosititsverminderung der Lésung. Dieser irrever- 
sible Vorgang ist die eigentliche Verleimungsreaktion. 

Beide Vorgiinge lassen sich beim Kollagen trennen. Beim 
Elastoidin ist dies nicht méglich, beim Ichthyokoll lassen sie sich 
dagegen wieder sauber auseinander halten. 
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Dioxymaleinsiure und Peroxydase’). 
Von 
Irina RobeZnieks. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. August 1938.) 


Die Arbeiten dieses Laboratoriums haben gezeigt'), daB 
Catechol (Brenzcatechin), Ascorbinsiure und Dioxymaleinsiiure 
sowohl als Metallkomplexbildner, wie auch als Katalysatoren der 
dehydrierenden Autoxydation eine besondere Stellung einnehmen. 
Von den ersten zwei Substanzen wissen wir, daB sie eine wichtige 
Rolle im Aufbau pflanzlicher Oxydationssysteme spielen. Banga 
und Szent-Gyérgyi’) haben unlingst gezeigt, daB gewisse Pflanzen 
eine hochaktive Dioxymaleinsiure-Oxydase enthalten, ein Befund, 
der es wahrscheinlich macht, da’ auch die Dioxymaleinsiiure in 
der Atmung gewisser Pflanzen eine wichtige, dem Catechol und 
ler Ascorbinsiure analoge Rolle spielt. 

Im Ascorbinsiureoxydase-System wird die Siure durch die 
Oxydase unter Bildung von H,O, oxydiert. Dieses H,O, reagiert 
iit der Peroxydase und oxydiert ein zweites Molekiil des Vitamins. 
Die Peroxydase wirkt aber nicht unmittelbar (bzw. nur sehr langsam) 
auf die Ascorbinsiure. Die Reaktion wird, wie Huszak’) zeigte, 
in mehr oder weniger spezifischer Weise durch Benzopyrane 
\Hlavyone, Flavonole, Flavonone) vermittelt. Die Peroxydase wirkt 
primar auf das Benzopyran und oxydiert dieses zum Chinon, 
welches dann die Ascorbinsiiure zu Dehydroascorbinsiure oxydiert. 

Die Dioxymaleinsiure verhilt sich gegeniiber der Peroxydase 
der Ascorbinsiure analog. Wird einem gereinigten Peroxydase- 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

') Diese Z. 254, 147 (1938). 

*) Diese Z. 255, 57 (1988). 
*) Diese Z. 247, 289 (1937). 
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praparat H,O, und Dioxymaleinsiiure zugesetzt, so erfolgt eine 
nur ganz schwache Reaktion, Peroxyd und Peroxydase oxydierey 
die Dioxymaleinsiure nur unwesentlich. Ist aber ein Pflanzensafi 
zugegen, so wird die Dioxymaleinsiure mit groBer Geschwindie- 
keit oxydiert. Offenbar ist also im Pflanzensaft eine Substan; 
anwesend, die die Reaktion zwischen Peroxydase und Dioxymalein- 
siure zu vermitteln vermag. 

Ks schien nun von Interesse zu sein, zu untersuchen, ob diese 
Reaktion, analog der Reaktion zwischen H,O,, Peroxydase und 
Ascorbinsiure, ebenfalls durch Benzopyrane vermittelt wird, oder 
aber ob es bei der Dioxymaleinsiiure andere Substanzen sind, die 
die Reaktion vermitteln, und ob die Vermittler der Reaktion zwischen 
Peroxydase und Ascorbinsiéure einerseits und Peroxydase wii 
Dioxymaleinsaéure andererseits eine gewisse Spezifitat zeigen. Da 
die Dioxymaleinsiure und die Ascorbinsiiure in ihrer reduzierendei 
Gruppe eine analoge Struktur und annihernd auch ein gleiches 
Redox-Potential haben (K. Laki, unpubliziert), konnte erwartet 
werden, daB verschiedene Substanzen die Oxydation beider Siiuren 
durch die Peroxydase in gleicher Weise vermitteln. Entgegen der 
Erwartung zeigten die Versuche aber, da8 die Vermittler dieser 
Reaktionen eine gewisse Spezifitit haben, und daB beide Reak- 
tionen nicht durch dieselben Substanzen in gleichem MaBe ver- 
mittelt werden. Dies scheint uns von pflanzenphysiologischem 
Standpunkte aus ein Interesse zu haben und berechtigt die 
Publikation unserer Versuche, die wegen duBerer Umstiinde nocl 
nicht so vervollstindigt werden konnten, wie wir es wiinschten. 

Es wurden verschiedene Substanzen auf ihre Fahigkeit unter- 
sucht, die Reaktion zwischen Peroxyd, Peroxydase und Ascorbin- 
siure einerseits und Peroxyd, Peroxydase und Dioxymaleinsiiure 
andererseits, zu vermitteln. Die Versuche zeigten, daB die Benzo- 
pyranfarbstoffe die Oxydation der Dioxymaleinsiiure nicht in der 
spezifischen Weise zu vermitteln vermégen, wie sie die Oxydation 
der Ascorbinsiure vermitteln. Bei den Benzopyranfarbstoffen, «ie 
die beiden OH-Gruppen in o-Stellung enthalten, ist eine bis 100mal 
gréBere Konzentration des Farbstoffes nétig, um bei der Dioxy- 
maleinsiiure die gleiche Wirkung hervorzurufen, wie bei der 
Ascorbinsiiure. Das entsprechende o-Dioxyphenol — Catechol —. 
das die Oxydation der Ascorbinsiiure immerhin noch stark |e- 
férdert, ist gegeniiber Dioxymaleinsiiure praktisch inaktiv. Die 
Wirkung des p-Dioxyphenols dagegen ist beiden Sduren gegeniiber 
annihernd gleich. Resorcin ist in beiden Fallen inaktiv. 
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Phenylendiamine vermitteln die Oxydation der Dioxymalein- 
siure in wesentlich geringerem MaB8e als die der Ascorbinsaure. 
o- und p-Verbindungen verhielten sich hier gleich. Hingegen 
yermag das Benzidin die Oxydation sowohl der Ascorbinsiure, 
als auch der Dioxymaleinsiure in gleichem MaBe schon in sehr 
hoher Verdiinnung (m/10000) energisch zu vermitteln. Diese kata- 
lytische Funktion des Benzidins erreicht der Dioxymaleinsiure 
segentiber dieselbe Intensitit wie die entsprechende Funktion der 
; 


= 


Benzopyrane bei der Oxydation der Ascorbinsiure. 
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Zusammenfassend lift sich sagen, daB die vermittelnde 
‘unktion verschiedener Substanzen in der Oxydation der Ascorbin- 
‘iure und der Dioxymaleinsiiure durch Peroxydase eine gewisse 
“pezifitiit aufweist, die es erméglicht, daB beide Systeme, Ascorbin- 
siiure-Oxydase, Ascorbinsiiure + Peroxydase einerseits, Dioxymalein- 
siiure-Oxydase, Dioxymaleinsiiure + Peroxydase andererseits neben- 
cinander bestehen und voneinander unabhiingig zu funktionieren 
vermogen. 

Fig. 1 und 2 geben die vergleichende graphische Darstellung 
der Wirkung der Dioxyphenole auf Ascorbinsiure (1) und Dioxy- 
naleinsiure (2) nach Abzug der Kontrollwerte (Oxydation ohne 
Vermittler). 
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Experimenteller Teil. 


Die Versuchstechnik war dieselbe wie bei Husz4k’), nur wurden die 
Versuche bei 25° ausgefiihrt. 

Die Peroxydase wurde aus Meerrettichwurzelsaft durch 2maliges Filey 
mit Aceton hergestellt, das erhaltene Priparat bei 0° aufbewahrt. Dj 
Konzentration der Fermentlésung (meistens 1:1000) wurde so gewahlt, daj 
in einer Mischung von m/100-Ascorbinsiure, m/100-H,O,, m/100-Catechol, 
Fermentlésung und Acetatpuffer py, 6,0 die gesamte Ascorbinsiiure jn 
3 Minuten oxydiert war. 

Die Versuche wurden bei 25° in 5 ml ausgefiihrt. Endkonzentration 
der Dioxymaleinsiure, Ascorbinsiiure und H,O, = m/100. Acetatpuffer p,, 6,0. 
Die als Vermittler zu priifenden Substanzen wurden in Endkonzentrationen 
von m/100 bis m/10000 zugefiigt. Von der Mischung wurden in verschiedenen 
Zeitriumen Proben entnommen und die noch unoxydierte Siiure mit alko- 
holischer n/100-Jodlésung in trichloressigsaurer, 40°/, iger alkoholischer Lisung 
titriert. Wie Huszak zeigte, erméglicht der Alkohol die Titrierung der 
Ascorbinsiure in Gegenwart von H,O,. Dasselbe ist auch fiir Dioxymalein- 
siiure der Fall. 


Ich bin Herrn Prof. A. v.Szent-Gyérgyi und Fri. Dr. I. Banga 
fiir die freundliche Unterstiitzung mit Rat und Tat dankbar. 





t) a. a. O. 
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Veranderungen des Adrenalingehaltes des Blutes 
und der Nebennieren wihrend des Skorbuts 
normaler bzw. schilddriisenloser Meerschweinchen. 
Von 
Tibor Doby und Ilona Weisinger. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Budapest.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. August 1938.) 


Die von Mosonyi und Rig6é!) an skorbutkranken Meer- 
schweinchen ausgefiihrten Gaswechseluntersuchungen zeigten, dab 
beim Skorbut der Grundstoffwechsel im Vergleich zum Normalen 
anstieg, auf Verabfolgung von Ascorbinsiiure jedoch wieder auf 
den normalen Wert zuriicksank. Die Grundlage dieser Erscheinung 
bildet der zwischen dem Schilddriisenhormon und dem C-Vitamin 
bestehende Antagonismus, was auf Grund zahlreicher Versuchs- 
ergebnisse festgestellt werden konnte. Diese Annahme wird auch 
durch die histologischen Untersuchungen von Marine, Baumann 
und Rosen?) bestiitigt, denen es gelang, eine Basedow-artige 
Hyperplasie der Schilddriise von skorbutkranken Meerschweinchen 
nachzuweisen, die sich auf Verabfolgung von C-Vitamin wieder 
zuriickbildete. Uotila*) beobachtete im Verlaufe des Skorbuts 
ebenfalls Hyperplasie und Hypersekretion der Schilddriise. Die 
Hypersekretion steigerte sich wihrend der Dauer des Skorbuts. 
Diese antagonistische Wirkung zwischen Schilddriise und C-Vitamin 
wird auch durch jene Untersuchungen Mosonyis*) bestitigt, denen 
zufolge die Verabreichung von Thyroxin den C-Vitaminbestand 
der Leber und der Nebennieren herabsetzt. Nach Demole und 
[ppen®) macht eine gewisse Menge C-Vitamin die tédlichen Dosen 
des Thyroxins unwirksam. Weiter wies Léhr®) nach, daB das 
C-Vitamin den Jodspiegel des Blutes vermindert. Nach Fischer 
und Oehme’) ist bei Thyreotoxikose die Kreatinausscheidung 
gesteigert; C-Vitamin kann sie vermindern. Die im Laufe des 
Skorbuts eintretende Aktivierung der Schilddriise kann auch noch 
durch die weiteren, an skorbutkranken Meerschweinchen angestellten 
Versuche bewiesen werden. So wiesen Euler und Malmberg’) 
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im Verlauf des Skorbuts Animie und Leukopenie, Aszédi% 
auBerdem Lymphozytese und ginzliches Fehlen der eosinophiley 
Zellen nach (Basedowsches Blutbild). Der letztere beobachtete 
dasselbe auch auf Thyroxinverabreichung. Dénes?°%) fand im 
Verlauf des Skorbuts den Gesamt-Glutathiongehalt von Leber 
und Nebennieren stark erhéht. Auf Thyroxinverabfolgung konnte 
in der Leber von Meerschweinchen dieselbe Erscheinung hervyor- 
gerufen werden. Gartas!!) Versuche zeigten, daB beim Skor)ut 
der kolloidosmotische Druck des Blutserums sinkt, gerade so wie 
bei Basedow-Kranken. Bei normalen Tieren, nach Verabfolgung 
von C-Vitamin steigt jedoch derselbe. Ein groBer Teil dieser 
Erscheinungen weist auf Sympathikotonie hin. Sympathi- 
kotonische Symptome kénnen auch an Menschen in Fallen yon 
Schilddriisen-Hyperfunktion gefunden werden. So ist bei Basedow- 
Kranken der Adrenalingehalt des Blutes nachweisbar erhéht (ze- 
steigerte Adrenalinempfindlichkeit, abweichender Verlauf der Blut- 
zuckerkurve, eventuell Glykosurie, 'lachykardie usw.). 


Da jedoch die an skorbutkranken Tieren gewonnenen, oben 
angefiihrten Versuchsergebnisse mit der Aktivierung der Schili- 
driise in Zusammenhang gebracht werden kénnen, ergibt sich die 
Frage, ob die an Basedowikern nachweisbare Adrenalin- 
imie auch im Laufe des Skorbuts eintritt, und falls im 
Adrenalingehalt des Blutes eine Erhéhung festgestel!t 
werden kénnte, wire die Rolle der Schilddrise beim 
Zustandekommen dieser Erscheinung zu bereinigen. 


Methodik. 


Zu unseren Versuchen verwandten wir 800—500 g schwere, junge. 
miinnliche Meerschweinchen. Die skorbutogene Diit bestand aus auto 
klaviertem Hafer, Heu und Mileh, der wir Lebertran im Verhiiltnis von 
1: 100 zusetzten. 


Der Adrenalingehalt der Nebennieren wurde nach Frohwein”) ex- 
trahiert und mittels dem von Folin, Cannon und Denis?) beschriebenen 


colorimetrischen Verfahren am Kénig-Martensschen Spektrophotometer 


bei 619 uu Wellenlinge bestimmt. Zum Vergleich verwandten wir (das 


Th. Schuchardsche synthetische, linksdrehende Adrenalin. In einem Teile 


der Fille fiihrten wir auch biologische Bestimmungen aus an Katzen mit 
zerstértem Gehirn und Riickenmark. 


Die Bestimmung des Adrenalingehaltes des Blutes erfolgte nach dem 
Verfahren von Whitehorn™) am Dubosq-Colorimeter. Die abgelesenen 
Werte wurden nach der von Whitehorn mitgeteilten Tabelle berechnet. 
Der nach diesem Verfahren bestimmbare untere Grenzwert betriigt auf 
100 cem Blut 0,2 y. 
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Die Entfernung der Schilddriise erfolgte in Athernarkose. Die Tiere 
wurden erst 2 Wochen nach Heilung der Operationswunde zu den Ver- 
suchen benitzt. 



















































































































if . e 
ig Die Blutentnahme muBte rasch, etwa binnen 1 Minute erfolgen, sonst 
- pilden sich Stoffe, welche dieselbe Farbenreaktion geben. Andererseits mub 
er man auch beachten, daB das Blut nicht mit Metall, z. B. dem Metalldeckel 
te [FF der Spritze in Beriihrung komme. Wir fiihrten daher die Blutentnahme 
re in der Weise aus, daf wir die Carotis des narkotisierten Tieres heraus- 
priparierten, in diese eine Glaskaniile banden und diese mit einer Glasspritze 
ut a. : : Pp 
in Verbindung brachten, worauf wir das in die Spritze gesogene Blut sofort 
” in Trichloressigsiure flieBen lieBen. 
1p 
er Versuchsergebnisse. 
l- § Tabelle I. 
mn Normale und skorbutkranke Meerschweinchen. 
- § en — ————_—__—— 
, as Adrenalingehalt | 
ans Neben- | 3 
" ah D ; pro 1g Neben > 
on Tier- Neben- niere in ¥ ae 
Tiey- = CO fH ° -ccaeateaiaaeale ‘ — >= 
Lie! Dg, , nieren- q c *k 
; S 5 g | gewicht : = Sud § q = | Anmerkungen 
) Nr. | &°7 ‘ gewicht S) 22e o 4 
in ¢ 2 i H 8 
=) i = o . — wa co} _ 
. Bas ‘In mg _ 2té& = 
es 3@ | 385] 5s 
’ m:- 2 | ame | ms 
. Gruppe a. — Januar. 
p — 495 341 273 — 0 
‘ S sa 408 324 <a 0 | Kontrolltiere 
Mittelwerte: 981 | — | 0 
4 8 470 | 338 | 330 | — is 
5 8 380 277 a | - 22 |) 
b 8 845 334 “ws | = 3,0 
7 8 437 280 260 | — — 
| 8 8 452 508 as | — ; 
J 8 325 201 1838 | — — 
Mittelwerte: | 231 — | 2,6 
| 10 16 817 388 163 — 4,2 
1 16 385 325 211 — 6,0 Skorbut- 
12 16 360 328 226 | — kranke Tiere 
Mittelwerte: | 200 — | 5,1 
3 24 255 311 “a | — 6,0 
i if 24 380 370 227 | — 8,4 
15 24 307 287 176 | - . 
16 24 372 324 238 _ — 
17 24 370 208 9132 | — | 
| Mittelwerte: | 
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Tabelle I (Fortsetzung). 

























































































a $ Adrenalingehalt . 
Sn ro 1g Neben- | 3 
i) Bp Nf Pp : 8 Dp 
: ois Tier- Neben- niere in ¥ GJ _e 
Tier- [30 : nieren-| > —@ |ase.413a° 
3 S § « | gewicht = | 84a] g & | Anmerkungen 
Nr. | SHO]. gewicht S | Sst] 2a 
Saw in § . _ CEal as 
sais in mg a | aos = 
+ om — ~~ ~ 
iO cia 2 325 S 
___|*2 i=" is 
Gruppe b. — Mai. 
1 _ 472 237 405 | — 0,4 
2 _ 436 298 oe | = 0,4 a 
3 —_ 400 230 6 | — ma _ Normale 
4 at 415 121 595 «| 496 — | { Kontrolltiere 
Mittelwerte: | 426 | — | 04 |? 
5 7 279 133 118 on 2,4 
6 7 485 195 892 308 3,4 
1 7 337 156 28 | — 3,4 
Mittelwerte: | 285 — | 8,1 
8 14 460 183 ee _ 7,8 
9 14 825 152 je — | 6,4 
Se = LYE sori 
10 20 375 241 203 | 128 9,4 || Stanke Tiere 
11 20 364 183 301 208 11,2 
12 20 495 221 | 226 145 — 
Mittelwerte: | 243 - | 10,3 
13 30 435 258 255 _ 5,2 
14 30 440 258 123 - 6,2 
Mittelwerte: | 189 — | 57 |? 





Zur Kontrolle wurden auch normale sowie thyreoidektomierie. 
aber nicht skorbutisierte Tiere eingestellt. Die Ergebnisse der 
Kontrolltiere sind in den entsprechenden Tabeilen angefihrt. Wie 
aus Tab. I ersichtlich, kann in der Winter-a-Gruppe der Adrenalin- 
gehalt des Blutes der Normaltiere nach dem Whitehornschen 
Verfahren nicht bestimmt werden. Am 8.T'age des Skorbuts wiichst 
jedoch der Adrenalingehalt des Blutes (die Mittelwerte in Betracht 


gezogen) auf 2,6 y-°/,, am 16. Tage auf 5,1 y-°/, und am 24. aul 


7,2 y-°/,; ex steigt also staindig. 
In der Friihlings-b-Gruppe sind die absoluten Werte etwas 
hdher als die Winterwerte. Der Adrenalingehalt des Blutes der 
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Normaltiere zeigt den nach dem Whitehornschen Verfahren der 
unteren Grenze der MeBbarkeit nahestehenden Wert von 0,4 y-°/,. 
Auf Skorbutdiat erhéht sich der Wert schon am 7. Tage auf 3,1 y-°/,, 
am 14. auf 7,1 y-°/, und erreicht am 20. Tage den héchsten Wert 
yon 10,3 y- oy Am 30. Tage sinkt dieser Wert wieder auf 5,7 y-°/,. 
Der Adrenalingehalt des Blutes steigt daher auch bei 
dieser Gruppe im Laufe des Skorbuts stindig, um am 
Ende desselben, wie es scheint, wieder zu sinken. 


Tabelle II. 


Thyreoidektomierte bzw. thyreoidektomierte, 
skorbutkranke Meerschweinchen. 


Versuche im Februar. 





der a-Gruppe (Tab.I) von den anfiinglichen 281 y allmablich; am 






























































a $ Adrenalingehalt eS 
ae 5 pro 1g Neben- | 3 
Tier- | 3% ‘aren- [—r — ee 
S 5 g | gewicht see 5 saa] § x» | Anmerkungen 
Nr. | HOT. gewicht 3° Sgeil 2 g 
aAax im § ” Fy eal gs 
Bais In mg » | ae Ben os 
0 8p "> | &e 3s 
ae ¢ |ame>| os 
1 — 530 341 477 — 8,4 Thyreoid- 
- ~~ 380 | 342 | 387 | — | 64 | ektomierte 
Mittelwerte: | 432 | — | 7,4 Kontrolltiere 
3 8 423 387 324 _ 6,4 
4 8 392 326 341 — 6,0 
Mittelwerte: | 832 | — | 6,2 
5 12 322 480 227 | — 3,2 
6 12 480 | 448 282 | — 2,4 
Mittelw erte’ | 254 | — | 2,8 Thyvyreoid- 
4 ektomierte, 
‘ 16 380 500 265 — 2,2 4 saline. 
8 16 450 323 284 ~ 2 eer 
9 16 419 306 246 _ 1,2 leas 
Mittelwerte: | 265 — | 1, 
10 25 582 526 29 | — 0,8 
11 25 422 475 264 ; — 0,2 
12 25 482 315 | 382 | — | — 
Mittelwerte: | son | — | 05 


Der auf 1 g Nebenniere berechnete Adrenalingehalt sinkt bei 
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8. Tage des Skorbuts auf 231 y, am 16. Tage auf 200 y und an 
24. auf 219 y. In der Frihlings-b-Gruppe sank er ebenso yom 
Anfangswert von 426 7 am 7. Tage des Skorbuts auf 285 y, am 
20. auf 243 y, am 30. auf 189 y. Der Adrenalingehalt der 
Nebennieren sinkt also im Laufe des Skorbuts stindig. 

Die an einigen Tieren der b-Gruppe ausgefiihrten biologischen 
Bestimmungen bewiesen dasselbe, was aus der Literatur bereits 
wohlbekannt ist, da8 nimlich der Katzenversuch niedrigere Werte 
ergibt als die chemischen (colorimetrischen) Verfahren. Bei unseren 
Untersuchungen betrug die Abweichung 17—34°/,. 

Der Adrenalingehalt des Blutes von thyreoidektomierten, 
jedoch nicht skorbutkranken Tieren (‘Tab. II) ist hoch: 7,4 y-"/., 
Dieser hohe Wert nimmt im Verlauf des Skorbuts stiindig ab: er sinkt 
am 8. Tage des Skorbuts auf 6,2 y-°/,, am 12. auf 2,8 7-°/,, am 
16. auf 1,6 y-°/, und am 25. kommt er der nach dem White. 
hornschen Verfahren bestimmbaren unteren Grenze nahe (0,5 y-°) 
Der Adrenalingehalt des Blutes thyreoidektomierter, 
skorbutkranker Tiere sinkt daher stindig von seinem 
anfinglichen, hohen Werte. 

Der Adrenalingehalt der Nebennieren nimmt in dieser 
Gruppe, von einem hdheren Wert (432 7) ausgehend, im Lauie 
des Skorbuts ebenso wie in der Gruppe der der Schilddriise nicht 
beraubten Tiere anfangs ab: am 8. Tage des Skorbuts sinkt er 
auf 332 y, am 12. Tage auf 2547, doch in der 2. Hilfte des 
Skorbuts sinkt er nicht weiter: am 16. Tage betrigt er 265 , 
am 24, Tage 301 y. Der Adrenalingehalt der Nebennieren 
thyreoidektomierter Tiere sinkt also, von einem hoéheren 
Werte ausgehend, im Laufe des Skorbuts bis zur Hohe 
des Normalwertes und verbleibt so bis zum Versuchsende. 


Besprechung. 


Wenn wir nun die Adrenalinwerte der bloB skorbutisierten 
Meerschweinchen mit den entsprechenden der thyreoidektomierten 
Tiere vergleichen, so liegt die Rolle der im Laufe des Skorbuts 
aktivierten Schilddriise beim Zustandekommen der Hyper- 
adrenaliniimie der skorbutkranken Tiere klar vor Augen. Im 
thyreoidektomierten, skorbutkranken Organismus fehlt daher jenes 
Inkret (Thyroxin), welches die Nebennieren zur Adrenalinaus- 
scheidung anspornen kénnte. Dies geht nicht nur aus dem An- 
steigen des Blut-Adrenalingehaltes im Laufe des Skorbuts und 
dessen Sinken bei den schilddriisenlosen Tieren hervor, sondern 
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auch aus den Adrenalinwerten der Nebennieren. Wihrend niimlich 
beim Skorbut der nicht-thyreoidektomierten Meerschweinchen der 
Adrenalinbestand der Nebennieren dauernd abnimmt, sinkt er bei 
den schilddriisenlosen Tieren, von einem héheren Wert ausgehend, 
nur in geringerem MaBe, von der 3. Woche jedoch stagniert er, 
weil das in den Nebennieren aufgespeicherte Adrenalin mobili- 
sierende Schilddriisenhormon fehlt. 

Die sich in Gruppe b der Tab. I am 30. Tage des Skorbuts 
zeigende Blut-Adrenalinverminderung erfolgt parallel mit Fasolds }°) 
Beobachtung. Dieser fand namlich zu Beginn des Skorbuts eine 
Erhéhung des Blutjodspiegels, gegen das Ende desselben dagegen 
eine Verminderung. 

Die sich bei den nichtskorbutisierten und den beginnend 
skorbutkranken Tieren der thyreoidektomierten Gruppe zeigenden 
hohen Adrenalinwerte sind vielleicht in der Weise zu erkliren, 
dafi infolge des Fehlens des Schilddriisenhormons sich die Ver- 
brennungsprozesse vermindern und dadurch die Zersetzung des 
Adrenalins im Blute und in den Geweben verlangsamt wird; in 
den Nebennieren vermindert sich auf diese Weise die Adrenalin- 
abgabe ebenfalls, welcher Umstand zur Aufspeicherung des Inkrets 
in diesen Organen fiihrt. Im Verlauf des Skorbuts der schild- 
driisenlosen Tiere zieht der sich allmiihlich zersetzende Adrenalin- 
bestand des Blutes die Diffusion des gesteigerten Adrenalinbestandes 
der Nebennieren ins Blut und die mifige Senkung in diesen 
Organen nach sich. Die weitere, wesentliche Verminderung in den 
Nebennieren tritt jedoch infolge des Thyroxinmangels nicht ein. 

Die im Verlauf des Skorbuts beobachtete Hyperadrenalin- 
‘imie bzw. ihr Fehlen bei schilddriisenlosen, skorbutkranken ‘Tieren 
liefern neue Beweise zu der Feststellung von Mosonyi und 
Mitarbeitern, daB der Skorbut in erster Linie als Hyperthyreoidismus 
aufgefaBt werden kann, d. h. daB sich ein groBer Teil der 
Skorbut-Symptome infolge der gesteigerten Hormon- 
produktion der wegen C-Vitaminmangel aktivierten 
Schilddriise entwickelt. 


Zusammenfassung. 

Im Laufe des Skorbuts sinkt der Adrenalingehalt der Neben- 
nieren von Meerschweinchen, der Adrenalingehalt des Blutes steigt 
dagegen an. 

Bei schilddriisenlosen Tieren fallt zwar wiihrend des Skorbuts 
der Adrenalingehalt der Nebennieren, von einem héheren Anfangs- 
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werte ausgehend, jedoch nur bis zum normalen Wert. Der Adre- 
nalingehalt des Blutes zeigt, von einem erhéhten Wert ausgehend, 
eine hochgradige Verminderung. 

Diese Beobachtungen kénnen mit der im Laufe des Skorbuts 
gesteigerten Tatigkeit der aktivierten Schilddriise in Zusammen- 
hang gebracht werden. 
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Uber das Schicksal der Dehydrocholsiure 

und der Dehydrodesoxycholséure im Kaninchenorganismus. 
Von 

Chai Heung Kim. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Med. Fakultéit Okayama, Japan.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. September 1938.) 


Durch neuere Untersuchungen ist bekannt geworden, dab ver- 
schiedene Ketogallensiiuren im Tier-') oder Mikroorganismus’) 
partieller bzw. totaler Reduktion unterworfen und als Oxyketo- 
bzw. Oxygallensiuren im Harn oder in der Niahrlésung vorgefunden 
wurden, was seinerzeit, so gedeutet wurde, dab die Gallensiuren 
wohl aus Steroiden gebildet wiirden. 

Im verflossenen Jahre haben T. Fukui und 8. Ishida’) nach 
Verabreichung von Dehydrocholsiure aus dem Harn eine kleine 
Menge von Krystallen vom Schmelzp. 192° erhalten, die von ihnen 
fiir 7-Oxy-3,12-diketocholansiiure gehalten wurden. Die Ausbeute 
war aber nicht geniigend gewesen, um eine sichere Analyse der 
\rystalle durchfiihren zu kénnen. 

Ich habe nun dasselbe Thema wieder aufgenommen. Der 
Versuch wurde unter anderen Bedingungen wie bei Fukui und 
Ishida*) ausgefiihrt, indem B-avitaminésen Kaninchen, bei denen 
die Oxydationsvorgiinge stark herabgesetzt sein miissen*), eine 
erobe Menge (52 g) Dehydrocholsiure verabreicht wurde. Aus 
37,5 Liter angesammeltem Harn wurden dabei 1,01 g Desoxychol- 
siiure als Hisessigcholeinsiiure und keine andere Gallensiure 
gewonnen, 

Nun stand die Frage offen, ob die hier gewonnene Desoxy- 
cholsiure wirklich im Kaninchenorganismus von der verabreichten 
Dehydrocholsiure herstammen konnte. In der Kaninchengalle 
kommt Glykodesoxycholsiure vor5). Daher kénnte durch Ver- 
abreichung einer groBen Menge von kérperfremder Gallensiure 
eine Komponente Desoxycholsiure verdriingt und in den Harn aus- 
geschieden werden; in der Niere kiénnte sie durch Glykocholase °) 
aus der gepaarten Glykodesoxycholsiure abgespalten werden. 
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Demzufolge wurde das Schicksal der Dehydrodesoxycholsiiu 
im Kaninchenorganismus in der gleichen Weise wie das ¢ 
Dehydrocholsaéure verfolgt. 386 Kaninchen wurden 42 g Diketo- 
cholansiure einverleibt und aus 31,7 Liter angesammelten H: 
2,7 ¢ ungepaarte Desoxycholsiiure (als HKisessigcholeinsiiure 
halten. Die wirkliche Ausbeute kann aber noch gréfer sein 

Die oben angegebene Moglichkeit kann augenscheinlich a 
hier kaum ausgeschlossen werden. Die Ausbeute an erhalt 
Desoxycholsiure ist doch ziemlich groB und wenn die in 
Harn ausgeschiedene Desoxycholsiure nicht von der verabreic! 
Ketocholansiure, sondern von gepaarter Glykodesoxycholsii: 
herstammen sollte, so miiBte in der Galle die verabreichte 
ketocholansiiure unveriindert wieder vorgefunden werden, was a 
nicht der Fall war. Es scheint also sicher zu sein, dab di 
dem Kaninchenorganismus einverleibte Triketogallensiure w 
totaler Reduktion der einen Carbonylgruppe in der Stellung (- 
zu der ihm eigenen Desoxycholsiiure reduziert wurde, von der cine 
kleine Menge in den Harn ausgeschieden wurde, was auf den 
Umwandlungschemismus der Cholsiiure in Desoxycholsiure 
Kaninchen hinweist. Diese Méglichkeit wird durch die bisherigen 
Untersuchungen iiber das Schicksal der Ketogallensiiuren!), 1 
besondere der #-Dehydrobyodesoxycholsiure, im Kanincheno 
nismus‘) bekriaftigt, insofern als diese in 3,6-Dioxyallocholans 
verwandelt wurde. 


Beschreibung der Versuehe. 


I. Tierversuch mit Dehydrocholsaure. (:esunde Kaninchen (Kor 
vewicht 2,0—2,5 kg) wurden etwa eine Woche lang mit poliertem Reis 
fiittert und erhielten dann tiiglich einmal 0,5 ecm einer 10°/,igen Dehyc 
cholatlésung pro Kilo Kérpergewicht in die Ohrvenen eingespritzt. Wiiln 
des ganzen Versuches wurden die Tiere nur mit poliertem Reis und Wa 
ceniihrt. 

Insgesamt 52 g Dehydrocholsiiure wurden 39 Kaninchen einverlci 
der angesammelte Harn (alkalisch; spez. Gew. 1018—1040) betrug 37,5 Li 
Der tiigliche Harn wurde jedesmal im Vakuum eingeengt und weiter dui 
elektrischen Féhn vollstiindig getrocknet. Die so erhaltene schwiirz! 
Masse wurde dann mit absolutem Alkohol auf dem Wasserbad erschopt: 
extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde im Vakuum eingeengt und w 
Zusatz von verdiinnter Salzsiiure und Wasser mit Petroliither 10mal 
schiittelt, um Fettsiuren und Cholesterin zu entfernen. Dann wurde 


wiBrige Alkoholschicht nach Neutralisieren mit 2°/,iger Ammoniaklos' 


auf dem Wasserbad von Petrolither und Alkobol betreit. 
Hierauf wurde die wiBrige Lisung nach Ansiiuerung mit verdiin: 
Salzsiiure erschépfend ausgeiithert. Der Atherextrakt wurde mit verdiin 
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moniaklésung ausgeschiittelt; der ammoniakalische Auszug wurde auf 
Wasserbad vom zuriickgebliebenen Ather befreit und dann mit ver- 
unter Salzsiure ausgefiillt. Nach l1tigiger Aufbewahrung im Eisschrank 
ide die schwirzlichbriunliche Fillung abgesaugt. Ausbeute 7,2 g. 
Diese wurde mit Ather mehrmals zerknetet und die iitherische Lésung 
Petroliither versetzt, wobei Krystallisation auftrat. | 
Die abgesaugten Krystalle schmolzen unter Aufschiiumen bei 152—156°. 
\ls sie aus verschiedenen Lésungsmitteln umkrystallisiert wurden, schwankte 
Schmelzpunkt ziemlich bedeutend. Endlich wurden sie aus Eisessig 
krystallisiert und schmolzen bei 144—145°. Keine Schmelzpunktdepression 
reiner Eisessigcholeinsiiure. Liebermann-Reaktion: gelb-orangerot. 
Spezifische Drehung: 61,1 mg Subst. in 10 cem absolutem Alkohol. 
l= 2 dm, oO == + 0,63°, ei = + $1,506" 
8.871 mg Subst.: 9,788 mg CO,, 3,426 mg H,O. 
HO, Ber. C 68,97 If 9,80 Gef. C 68,76 H 9.90. 
Diformylester der Siiure. 0,18 g der Siiure wurden in 4 ecm reiner 
\(meisensiiure 5 Stunden lang gekocht. Nach dem Erkalten wurde der Ester 
it Wasser ausgefiillt und aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. 
Lange Nadeln vom Schmelzp. 192—194°. Keine Mischschmelzpunktdepression 
reiner Diformyldesoxycholsiure. 


4,008 mg Subst.: 10,229 mg CO,, 3,200 mg H,0. 


Coca Ber. C 69,64 H 8,93 Gef. C 69,61 H 8,93. 


Der Ester wurde mit 5°/,iger Kalilauge 3 Stunden lang hydrolysiert 


045 
dann mit verdiinnter Salzsiiure ausgefiillt.- Die so erhaltene freie Siure 
irde aus Eisessig umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelz 
nkt 144—145°. Die Siiure schmilzt bei der Mischprobe mit Eisessigeholein- 
ire ebenfalls bei 145°. 

Das von der Desoxycholsiure abfiltrierte Filtrat wurde yon den Lisungs- 
teln befreit und mit verdiinnter Ammoniaklésung ausgezogen. Der Auszug 
rde mit einer 10°/,igen Bariumchloridlésung ausgefillt. Die Bariumfillung 
irde iiber das Natriumsalz mit verdiinnter Salzsiiure in die freie Siiure 

indelt. Sie wurde aus Kisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 144—145°. 

Es lag hier wiederum Desoxycholsiiure vor. In dieser Weise wurden 
‘cesamt 1,01g¢ Desoxycholsiure (Kisessigcholeinsiure) aus 37,6 Liter Kanin 
nharn erhalten. 


II. Tierversuch mit Dehydrodesoxycholsaure. 2,0—2,5cem einer 
»igen Dehydrodesoxycholatlésung wurden tiglich B-avitaminésen Kanin- 
intravenés verabreicht und der tiigliche Harn gesammelt. Die ver- 
reichte Dehydrodesoxycholsiiure betrug 42 g und der angesammelte Harn 
kalisch; spez. Gew. 1,010—1,060) 31,7 Liter. 
Der getrocknete Harn wurde in der gleichen Weise wie bei der De- 
rocholsiiure verarbeitet und der Atherauszug wurde mit verdiinnter 
moniaklésung mehrmals geschiittelt. Die ammoniakalische Losung wurde 
it verdiinnter Salzsiiure ausgefiillt. Der getrocknete Niederschlag betrug 
‘9 ¢, Er wurde mit Ather digeriert; der Riickstand wurde in verdiinnter 
\mmoniaklésung gelist und mit Bariumchloridlésung ausgefillt. Die Barium- 

lung wurde iiber das Natriumsalz in die freie Siiure verwandelt. Die freie 
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Siiure wurde aus EKisessig mehrmals umkrystallisiert. Prismatische Nadeln 
Schmelzp. 144—145°. Ausbeute 2,4 g. Aus der obigen dtherischen Lisuye 
wurden 0,3 g Desoxycholsiiure als Kisessigcholeinsiure vom Schmelzp. 
erhalten. Liebermann-heaktion: geib-orangerot. Die Siure zeigte 
reiner Kisessigcholeinsiiure keine Schmelzpunktdepression. 

Spezifische Drehung: 143 mg Subst. in 10 eem absolutem Alkoho! 

i = 2 dm, a = + 147°", [oe 20" = + 51,25". 
3,917, 3,883 mg Subst.: 9,933, 9,836 mg CO,, 3,406, 3,447 mg H,' 


C,,H,,0, Ber. C 68,97 H 9,80 Gef. C 69,16, 69,07 H 9,73, 


Diformylester der Siiure. 0,2 g¢ der Siiure wurden in 5 cem rm 
Ameisensiure 4 Stunden lang gekocht. Der so erhaltene Ester wurde 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 193 
Keine Mischschmelzpunktdepression mit reiner Ditormyldesoxycholsiiu: 


3,911, 35,80 mg Subst.: 10,007, 9,580 mg CO,, 3,149, 2,999 mg H 


Cah, Ber. C 69,64 H 8,93 Gef. C 69,78, 69,43 HH 9,01, 


Xylolecholeinsiiure. 0,3 g der Siiure wurden in 10 cem Xylo! 
dem Sandbad gelést; beim Erkalten schieden sich Nadelkrystalle ab. 


schmolzen bei 181—183" und zeigten mit reiner Xylolcholeinsiure 


Schmelzpunktdepression. 

III. Galle bei Verabreichung von Dehydrodesoxycholsaure. 
schleimfreie Galle aus 85 Gallenblasen wurde nach Ansiiuerung mit 
diinnter Salzsiiure mit Petrolither geschiittelt, wobei sich eine grobe Mi 
von Krystallen zwischen den beiden Schichten abschied. Die wiil 
Schicht wurde mit frischem Petroliither im Ejisschrank iiber Nacht 
bewahrt, dann abgesaugt und mit kaltem Wasser und Petroliither n: 
gewaschen. Die getrockneten Krystalle betrugen 13,2 g. Sie wurden 
Essigsiure bzw. verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Nadeln vom Schu 
punkt 187—190° (Aufschiiumen!) Liebermann-Reaktion: gelb-orang: 


7.260 mg Subst.: 0.200 cem N (30.5°, 758 mm). 
Cull N Ber. N 3,12 Gef. N 3,09. 


Keine andere Gallensiiure wurde in der Galle vorgefunden, 
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Die Wirkung des C-Vitamins 
auf den Adrenalingehalt des Blutes und der Nebennieren 
von normalen und thyreoidektomierten Meerschweinchen. 
Von 


Elisabeth Sarfy. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit in Budapest.) 


(Der Scehriftleitung zugegangen am 38. September 1938.) 
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Abderhalden!) weist auf die Schutzwirkung hin, welche das 
Vitamin in vitro auf das Adrenalin ausiibt und Yamamoto?) 
mnte zeigen, daB die Anwesenheit von Adrenalin den Zerfall 
; C-Vitamins verhindert. Nach den Untersuchungen von Kreit- 

ir*) erhéhen Adrenalin und Ascorbinsiiure, zusammen ver- 
icht, den Blutdruck der dekapitierten Katze stiirker als Adrenalin 
Mosonyi‘) zeigte in seinen Tierversuchen, dai durch 
roxinverabfoleung die C-Vitamindepots mobilisiert werden, 
end des Skorbuts dagegen fiihrt die infolge C-Vitaminmangel 
aktivierende Schilddriise eine Steigerung des Gaswechsels 
bel. Doby und Weisingers®) Untersuchungen zufolge sinkt 
skorbutkranken Meerschweinchen der Adrenalingehalt der 
nnieren, der des Blates steigt jedoch anfinglich allmihlich 
um gegen Knde des Versuchs wieder zu sinken. Bei thy- 
idektomierten, skorbutkranken Tieren dagegen fillt er 

t unter den Normalwert. Auf Grund dieser Versuchsergebnisse 
ab sich die Frage, welchen EinfluB die Verabfolgung von 

amin C auf den Adrenalingehalt des Blutes und der 

ennieren ausiibt und welche Rolle dem Schilddriisen- 
mon bei diesem Vorgange zukommt. 


Methodik. 


Zu den Versuchen verwandate ich 400—600 g schwere, aus einer Zucht 
nende, méglich licht gefiirbte, minnliche Meerschweinchen, welche eine 


iltnismibig C-Vitamin-arme Nahrung — Hafer und Riiben — erhielten. 
init C-Vitamin behandelten Tieren wurde je 1 eem in steriler hinger- 


r Losung aufgeléste und mit Na,CO, neutralisierte Ascorbinsiiure 
ta Chinoin), den Kontrolltieren dagegen die gleiche Menge physiologischer 


13* 
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Kochsalzlésung unter die Bauchhaut injiziert. Die Schilddriise wurde unt 
aseptischen Bedingungen in Athernarkose entfernt. Die zur Adrenalin 
bestimmung noétige Blutmenge von 1—3 cem wurde der Carotis der nark 


sierten Tiere durch eine Glaskaniile mittels einer Glasspritze innerli«|)) 


i Minute entnommen, um die Zersetzung des Adrenalins zu verhindern, 
in 10°,,iger Trichloressigsiiure aufgefangen. Die Nebennieren wurden nic! 


r 


dem Ausbluten des Tieres nach Shaw’) verarbeitet, aus ihnen 50 cem Extrakt 
bereitet und hiervon zur Bestimmung ‘7/,, cem beniitzt. Adrenalin wurde 


auf colorimetrischem Wege nach Shaw bestimmt. Bei diesen Verfahr 
wird der gréBte Teil der tibrigen reduzierenden Stoffe des Extraktes 

geschaltet, weshalb diese Methode fiir Adrenalin als ,,spezifisch’ angese} 
werden kann. Die entstehende blaue Fiirbung las ich durch das Filte: 
am Stufenphotometer ab; zur Vergleichung beniitzte ich das Richterse! 
Tonogenum cryst.*). In einigen Fiillen bestimmte ich den Adrenalingehalt 
Nebennieren auch mit dem Blutdruckverfahren an der decerebrierten Kat 


f 


Versuchsergebnisse. 
I. Normale Tiere (‘l'ab. 1). 

Zur Gewinnung von Vergleichswerten bestimmte ich d 
Adrenalingehalt des Blutes und der Nebennieren von 6 normale: 
Meerschweinchen. Bei diesen schwankte im Blute die Adrenalin- 
menge von 2,04—2,66 7-°/,, was einem Mittelwert von 2,28 y-°/, ent- 
spricht. Der auf 1 g Nebenniere berechnete Adrenalingehalt bet 
46,3—133,0 7, im Mittelwert daher 83,87 >. 


Tabelle I. 


Normale Meerschweinchen. 





























Sf = ~ Si eat 
Gewicht = ies .412.] 2 
des Tieres © = SS tt = A ae 5 
- ° Dauer und | * ¢ sAa}| 25 bo ho 
‘ ‘ a — ts tS oa FQ 
: Art der oS |s28] 8a | ee 2 
= |zuBe- am Behandlung! 22 | 3.28] SZ a5 z 
einn Ende 25 Sa 2 Ye =. 
“3s |e | sum] <— |e 
des Versuches 7 4 ~ & ae a faa" 
526 600 376 177 126,8 0,08 2.61 
2 528 580 340 | 20,0 29,8 0.07 Z,% 
2 507 64 | 344 | 95.0 72,8 wt 
4 500 500 1 446 {| 20,7 46,3 0,06 2, 
5 154 470 | S22 | 226 68,5 | 0,07 2,2 
6 162 465 304 | 40,4 133,0 | 0,06 2, 
| Mittelwerte 83,87| 2,¢ 
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Die nétige Versuchsmenge wurde uns von der Firma G. Ric! 
Budapest, in dankenswerter Weise zur Verfiigung cestellt. 
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II. Mit C-Vitamin behandelte Tiere (‘l'ab. LI). 


Insgesamt wurden 9 Meerschweinchen, in 3 Gruppen gete 
verarbeitet. Den einzelnen Tieren jeder Gruppe (bestehe 


aus 3 Tieren) wurde wihrend der verschiedenen Versuchsdauer 


375, 1050 bzw. 1325 mg C-Vitamin subcutan verabreicht. 


Tabelle LI. 


Mit C-Vitamin behandelte Meerschweinchen. 





ilt, 


nd 
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Gewicht s iad S82 }uwo}] & 
des Tieres So iaoe wl oo a , hae y 
a = 0 od o+ ae 
z in g Dauer und ~ 9 1oZ.S1 55 | we | Es 
si S22 is cg | SQ ia: 
Art der Se meaiaagiz.ia> 
y b. ‘ cc ee ~ OF a oO a = Ss =| 
= jzu Be- | am Behandlung BAIS. 5) =a] 89] 54 
ginn Ende od laaal ao | 2°13 
— ore fot = 
- <8) rx © rS aD <— on oand 
desVersuches 7 |S Foe Blas 
1 | 501 440 In 3 Tagen | 443 35 79 | 0,09 | 38,00 
2} 480 500 |? insgesamt 320 45 141 0,11 75 
3 | 409 400 | 375 mg C-Vitamin | 261 90 844 0,11 | 3,50 
. Mittelwerte | 188 | | 3,42 
1] 517 517 In 6 Tagen | 261 4] 157 0,09 | 8,00 
ATT 534 insgesamt 235 36 153 0,10 | 3,20 
514 DOT 1050 mg C- Vitamin | 292 47 161 
Mittelwerte | 157 | | 3,10 
450 | 540 |j In 9 Tagen 258 40 155 | 0,11 | 3,62 
438 | 520 |} insgesamt 189 45 238 | 0,15 | 5,00 
‘ 485 | 550 | 1325 mg C-Vitamin {] 299 60 200 | 0,07 | 2,33 
| Mittelwerte | 198 | | 3,65 











~ 


eren berechnete Adrenalingehalt im Mittel 188 y. 


der der Nebennieren, auf 1 ¢ Organsubstanz berechnet, 157 


é 0 


‘inzelergebnisse stellt sich beim Blutadrenalin auf 3,43 y-°/,, 
den Nebennieren auf 180.8 y, 
m Blute einer 33,8°/, 

“rhéhung entspricht. 








Bei den Tieren der ersten Gruppe betrigt der Adrenalin- 
chalt des Blutes im Mittelwert 3,42 7-°/,. Der auf 1 g Nebe 
Die 3 Tiere 
er folgenden Gruppe zeigten ungefihr dieselben Verhiltnisse. 
Hei diesen betrug der Adrenalingehalt des Blutes im Mittel 3,10 y-° 


ne 


ar 


. 2 Pe F . de 
1 der letzten Gruppe ergab sich im Blutadrenalingehalt ein 
ittel von 3,65 7-°/,, und der auf 1g Nebennieren berechnete 
Adrenalingehalt betrug im Mittel 198 7. Der Mittelwert dieser 


in 


was im Vergleich zum Normalen 
igen, in den Nebennieren einer 53,6°/, igen 
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III. Thyreoidektomierte Tiere (‘l'ab. III). 

Von fiinf Tieren wurden drei 11 Tage nach der Entfernuno 
der Schilddriise und zwei Tiere 21 Tage nach derselben verarbeitct. 
Bei ersteren betrug der Adrenalingehalt des Blutes im Mit: 
3,68 y-°/,, der auf 1g Nebennieren berechnete Adrenalingehalt 


Tabelle III. 


Thyreoidektomierte Meerschweinchen. 


























‘ . of ; © ~ cc 
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‘ Art der opisaei a8 lte™ 
7 vu Re ‘ 7 a — OY = © ss 
= | zu Be an Behandlung FE IEL S| €a Ao]. 
: ginn Ende ~o1Saal & - he 
; oles a eel 
des Versuches mat & = hong ‘8 a 
1 520 247 |) 11 Tage nach 374 38,0 101,5 | 0,12 | 3,78 
2 486 589 | der Thyreoid- 195 40,6 208.0 | 0,12 3 
3 5382 | 588 ektomie 466 | 77,8 | 166,8 | 0,12 | 3 
Mittelwerte | 158,8 | | 3, 
, ») r LP of 3) had > ~~ 
4 400 418 | a a my 413 | 67.2 162.6 | 0,18 | 57S 
. tees sae der Thyreoid- | ng ie Ge ; 
5 D710 602 ' ae 484 | 68,9 142.3 0,18 | EY 
ektomie nat a 
Mittelwerte | 152,4 | | »,( 


Mittel 158.8 7. Die restlichen 2 Tiere zeigten einen Blutadrena! 
gehalt von 5,65 y-9/,, der auf 1 g Nebennieren berechnete Adrenalin- 
gehalt betrug dagegen im Mittel 152.4 7. Aus den Versuchis- 
ergebnissen geht daher hervor, daB die Zeitdauer nach < 
Schilddriisenentfernung keinen Einflu& auf den Adrenalingeh 
der Nebennieren, wohl aber auf den des Blutes ausiibt. In 
Vergleich zum Normalen konnte jedoch bei allen 5 Tieren ei 
Erhéhung des Blut- als auch des Nebennieren-Adrenalingehaltes 
festgestellt werden, welche beim Blute 38,0°/, bzw. 59,6°/,, 
den Nebennieren dagegen 46,1°/, betrug. 


IV. Schilddriisenlose, mit C-Vitamin behandelte Tiere (‘T'ab. L\). 
Von fiinf Tieren injizierte ich dreien 11 Tage nach der Ent- 

fernung der Schilddriise durch weitere 8 Tage hindurch insgesa1 
1200 mg Ascorbinsiiure, worauf ein Blutadrenalingehalt im Mitte! 
von 7,92 7-°/, und fiir 1 g Nebenniere berechnet von 80,3 7 beo)- 
achtet werden konnte. Die restlichen beiden Tiere erhielt 
13 Tage nach der Operation binnen 8 Tagen insgesamt 1050 n 
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\scorbinsiure; bei diesen betrug der Blutadrenalingehalt im Mittel- 
14,38 y-°/,, der auf 1 g Nebennieren berechnete Adrenalin- 
cehalt im Mittel 120,07. In den Nebennieren konnte also bei 


heiden Gruppen ein Sinken 


des Adrenalingehaltes festgestellt 


werden, withrend der Blutadrenalingehalt im Vergleich zu den 
unbehandelten thyreoidektomierten Kontrollen bedeutend anstieg. 
Senkung in den Nebennieren betrug fiir beide Gruppen zu- 
men 35,6°/,, und die Erhéhung 


fiir beide Gruppen 58,7°/,. 


Tabelle IV. 


Thvyreoidektomierte, mit C-Vitamin behandelte 


des Blutadrenalinwertes eben- 


Meerschweinchen. 
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in ¢ Dauer und Art 
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se 
393 | 26,1 | 66,5 | 0,24 | 7,45 
368 85,9 97,5 | 0,21 7,02 
445 | 84,3 | 77,0 | 027] 9,28 
Mittelwerte | 80,3 | 7,92 
7 
I | | 
‘ ~ ~~ we 
301 33,8 1112,4 0,54 117,77 
285 | 32,9 en | 0,33 11,00 
i 
Mittelwerte | 120,1 | | 14,39 


Tabelle VY. 





; Gewicht 
“a der 
Nebennieren 
in mg 


446 
822 
804 
| 151 
‘ 147 
) 157 
j 195 


Mittelwerte 








; _150,6 


Adrenalingehalt pro 1 g 


Nebennieren in y 


nach Shaw 


46.32 
68,5 
133,03 
208, 
153,38 
167,1 


132,5 





Differenz 
at in 9 
nach dem Blut- 1 “lo 
druck- Verfahren 
134,4 65,5 
161,6 57,6 
207,3 35,8 
453,7 54.0 
3991 61,5 
254,4 34,3 
246.4 38.8 
265.2 49.6 





Als auffallende Erscheinung muS allerdings hervorgeho)he; 
werden, daB sich die mit dem biologischen Verfahren (decerebrierte 


Katze) erhaltenen Adrenalinwerte als héher erwiesen, als die dey 


chemischen Methode nach Shaw (T'ab. V). Da die nach Fro}. 
wein aus den Nebennieren hergestellten Extrakte nach Folip 
colorimetriert dem biologischen Verfahren gegeniiber héhere Werte 
ergeben, muB die Ursache der mit dem Shawschen Verfahrey 
erhaltenen geringeren Ergebnisse in der Methode selbst liege, 
Diese Frage miiBte noch in weiteren Versuchen klargestellt werden, 

Aus diesen Versuchsergebnissen geht also hervor, da’ dure) 
C-Vitaminverabfolgung an normale Meerschweinchen die 
gleiche Erhéhung des Adrenalingehaltes von Blut uni 
Nebennieren erzielt werden kann, wie durch die Ent- 
fernung der Schilddriise. Diese Resultate liefern daher einen 
neuen Beweis fiir den zwischen Vitamin C und dem Schilddriisen- 
hormon bestehenden Antagonismus. Der Grund dieser anta- 
gonistischen Wirkung kénnte in dem Umstande erblickt werden, 
daB durch das Vitamin C die Verbrennungsprozesse des Organismus 
(wie dies durch Tierversuche nachgewiesen werden kann) herab- 
gesetzt werden und dadurch der Zerfall des Adrenalins verzigert 
wird. Fir die Anhiufung des Adrenalins in den Neben- 
nieren infolge der C-Vitaminverabreichung miissen allerdings 
noch andere Faktoren eine Rolle spielen, da an schilddriisen- 
losen, mit C-Vitamin behandelten Tieren den unbehandelten 
thyreoidektomierten Kontrollen gegeniiber in den Nebennieren 
eine Senkung des Adrenalingehaltes zustande kommt, obwohl der 
Blutwert eine Erhéhung aufweist. 


Zusammenfassung. 

1. Auf C-Vitaminverabfoleung steigt der Adrenalingehalt (les 
Blutes und der Nebennieren normaler Meerschweinchen. 

2. Durch Entfernung der Schilddriise erhéht sich der Adrenalin- 
gehalt des Blutes und der Nebennieren ebenfalls. 

3. Bei thyreoidektomisierten und mit C-Vitamin behandelten 
Meerschweinchen vermindert sich der Adrenalingehalt der Neben- 
nieren, im Blute steigt er dagegen betriichtlich an. 
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5. Im Erscheinen begriffen. — 6. Shaw, Biochemie. J. 32, 19 (1988). 


976 Sarfy, Wirkung d. C-Vitamins auf den Adrenalingehalt d. Blutes usw. 


oo 











Ut 




















Uber die Tauro-apochenodesoxycholsiure aus Hiihnergalle. 
Von 


Kumao Takahashi. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1938.) 


Durch die Untersuchungen von Windaus und Mitarbeitern !) 
und Yonemura?’) ist bekannt, daB die Hihnergalle hauptsichlich 
Tauro -chenodesoxycholsiiure enthilt, deren eine Komponente, 
Chenodesoxycholsiure, auch aus der Galle des Menschen*) und 
des Rindes*) isoliert wurde. 

Wenn die gereinigte Hiihnergalle mit der 1'/, Menge von 
2fach verdiinnter Salzsiiure versetzt wird, so gewinnt man einen 
Niederschlag, der aus salzsiurehaltigem Alkohol in Nadeln vom 
Schmelzp. 210° krystallisiert. Diese Siure hat die Formel 
C,,H,,O-—CO—NH-CH,-SO,H und ist von der ‘T'auro-isolitho- 
cholsiiure®) ganz verschieden. 

Durch Hydrolyse liefert diese Siure eine ungesittigte Mono- 
oxysiiure C,,H,.0, (1) vom Schmelzp. 160° und [e]}” =+ 71,0”. 

Die Siure hat eine Doppelbindung, die gegen katalytisch 
erregten Wasserstoff bestiindig ist und durch vorsichtige Oxydation 
mit Chromsiiure eine ungesiittigte Monoketosiiure C,,H,,0, (I) 
liefert. Durch trockene Destillation der Siiure wurde eine Dien- 
stiure (III) vom Schmelzp. 133° und [@]*" = + 93,7° erhalten, die 
von den Choladiensiuren®) aus 3,7-Dioxycholansiiure ganz ver- 
schieden ist und die durch katalytische Hydrierung in die ?-Cholen- 


') A. Windaus, A. Bohne u. E. Schwarzkopf, Diese Z. 140, 167 
1924); A. Windaus u. A. van Schoor, Diese Z. 148, 225 (1925); 16%, 
i177 (1926). 

*) J. of Biochem. 6, 287 (1926); 8, 79 (1927). 

*) H. Wieland u. G. Reverey, Diese Z. 140, 186 (1924). 

‘) H. Wieland u. R. Jacobi, Diese Z. 148, 233 (1925). 

*) T. Hosizima, H. Takata, Z.Uraki u. S. Shibuya, J. of Biochem. 
12, 398 (19380). 

) S. Miyazi, J. of Biochem, 26, 383 (1937); T. Iwasaki, Diese Z. 
244, 181 (1936). 








978 Kumao Takahashi, 


siiure*) (IV), die aus Apocholsiiure gewonnen wurde, iibergefiihrt 
wird. Die neue Saure C,,H,,0, (I) ist also héchstwahrscheinlich 
eine 4°~!4-Oxycholensiure, deren Doppelbindung an genau gleic)ier 
Stellung’ sich befindet, wie die der Apocholsiure, da nach der 
Untersuchung von Wieland‘) die Doppelbindung der Apochiol- 
siiure zwischen C,—C,, und die der Isodioxycholensiéure nach 
Yamasaki’) zwischen C,—C, liegt. Infolge der leichten Acetylier- 
barkeit dieser Oxycholensiure (1) und durch den positiven Aus- 
fall der alkalischen Pikrinsiure-Reaktion *) mit dieser Ketocholen- 
siure (II) kann fast zweifelsfrei die Stellung der sekundiiren 
Alkoholgruppe am C, angenommen werden. Die neue Siure ist 
also héchstwahrscheinlich 4*~!4-3-Oxycholensiéure und diese 3-(xy- 
cholensiiure ist zweifellos ein Kunstprodukt und kommt in der 
Natur nicht vor. 


a R 
Pie - eo i it wo 
CH, | — oOo" CH, | 
lil Fal te a i 
HO—S . i1—OH HO | 
ee ace ae hall I 
| 
. CH, : 
CH, ile al 
CH, | 
R= —CH—CH,—CH,—COOH ig ae ne a 
nner ae: oe II 
CH, ep CH, , 
i ies a ag Pe ll , 
_— CH, | (a . CH, | 
ae a ae al 
| | | 


Die neue Siure wird demnach als Apochenodesoxycholsiiure 
bezeichnet. Die leichte Abspaltung der sekundiiren Alkoholgru)e 
an C, macht die Annahme wahrscheinlicher, daB die OH-Gruppe 


’) H. Wieland u. v. Deulofeu, Diese Z. 198, 127 (1981): H. \ 
land, E. Dietz u. H. Ottawa, Diese Z. 244, 194 (1936): W. Borseh: 
A. K, Todd, Diese Z. 197, 173 (1931); T. Shimizu, T. Oda u. H. Makin: 
Diese Z. 213, 140 (1932). 

8) Diese Z. 244, 194 (1936). 


" K. Kaziro u. Shimada, Diese Z. 249, 220 (1937). 
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an ©, der Chenodesoxycholsiure bzw. 'auro-chenodesoxycholsiure 
auch durch verdiinnte Salzsiure als Wasser abgespalten werden 
kann, wortiber in einer nachsten Mitteilung berichtet werden soll. 


Beschreibung der Versuche. 


1 Liter schleimfreie Galle wurde mit einer 5°/,igen Eisenchlorid- 
ljsung vollstiindig gefaillt und mit Sodalésung zerlegt. Das von Eisen- 
carbonat befreite Filtrat wurde nach der Neutralisation mit verdiinnter 
Salzsiiure eingetrocknet und mit Alkohol erschépfend extrahiert. Der mit 
Wasser verdiinnte Extrakt wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salz- 
siiure mit Petrolither von Gallenfett befreit. Dann wurde er nach Neutrali- 
sation auf dem Wasserbad eingetrocknet und abermals mit Alkohol extra- 
hiert. Der Extrakt wurde mit Tierkohle entfirbt, abgedampft und aufs 
neue in 1 Liter Wasser gelost. 

1. Tauro-apochenodesoxycholsaure. Diese gereinigte Galle wurde 
unter Sehiitteln mit dem 1'/, Volumen 2 fach verdiinnter Salzsiiure versetzt 
und im Kisschrank eine Nacht stehen gelassen, Der dabei abgeschiedene 
(lockige Niederschlag (21 g) wurde abfiltriert und aus stark verdiinutem 
Alkohol unter Zusatz von etwas Salzsiiure mehrmals umkrystallisiert. Aus- 
beute 4,5 g. Glanzende Nadeln vom Schmelzp. 210°. Die Krystalle sind 
in Alkohol, Kisessig, Aceton leicht, und in Wasser, Petroliither, Ather und 
Benzol schwer léslich. Sie geben eine schéne Pettenkofersche Reaktion 
und fiirben sich bei Liebermannscher Reaktion violettrot. 

Spezifische Drehung. 0,068 g Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 


Z=2dm, « =+ 0,52°, [aj?? = + 45,6°. 
4,194, 3,511 mg Subst.: 0,103 (16°, 764,5 mm), 0,095 (15°, 764mm) cem N. 


C,,H,30,NS Ber. N 2,91 Gef. N 2,81, 3,11. 
2. Apochenodesoxycholsdure (3-Oxycholensaure). 38¢ der ge- 
paarten Siure wurden mit einer 10°/,igen Kalilauge im Autoklav bei 


i30—140° 6 Stunden lang hydrolysiert. Beim Erkalten schied sich dabei 
‘in Krystallbrei des Kalisalzes ab, der abgesaugt und mit kaltem Wasser 
cut gewaschen wurde. Dieses Gallensiiuresalz wurde im Wasser suspendiert 
uud mit verdiinnter Salzsiiure zerlegt. Die so erhaltene Siure (1,52 g) wurde 
us verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelz- 
punkt 160° Sie sind in Chloroform, Alkohol, Aceton leicht, in Wasser 
und Petrolither nicht léslich. Sie firben sich bei Liebermannuscher 
iveaktion erst violettrot, dann dunkelrot und addieren Brom, dagegen sind 
‘© gegen katalytisch erregten Wasserstoff bestindig. 

Spezifische Drehung. 1,00 g Subst. in 10 ccm absolutem Alkohol, 

t=2dm, a«=+1,42°, [a]7** = + 71,0°. 
5,379, 5,260 mg Subst.: 15,190, 14,863 mg CO,, 4,943, 4,834 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 76,94 H 10,23 
Gef. ,, 77,02, 77,06 ,, 10,28, 10,28. 


Aus dem von der Siure befreiten Hydrolysat wurde nach Hammarsten 


Tourin erhalten. Es ist in Wasser leicht, aber in Alkohol nicht loslich 


ind zersetzt sich gegen 300°. 








980 K. Takahashi, Tauro-apochenodesoxycholsiure aus Hiihnergalle, 


Acetat der Apochenodesoxycholsiure. 50mg Séure wurden 
in 5cem Essigsiureanhydrid 3 Stunden lang gekocht. Das Reaktionsgut 
wurde mit kaltem Wasser angeriihrt und abgenutscht. Ausbeuie 42 ing, 
Das so erhaltene Acetat wurde aus verdiinntem Alkohol bzw. Eisessig wn- 
krystallisiert. Kurze Nadeln vom Schmelzp. 152° 


3,820 mg Subst.: 10,426 mg CO,, 3,300 mg H,0. 
C,H, Ber. C 74,94 H 9,68 Gef. C 74,44 H 9,67. 


3. Dehydroapochenodesoxycholsaure (3-Ketocholensaure). 0,2 « 
der Apochenodesoxycholsiiure wurden in 2 ccm Kisessig gelést und mit 
Chromsiure-Eisessig (0,1 g in wenig Wasser und 1 cem Eisessig) vorsichtig 
oxydiert. Die erhaltene Ketosiiure (0,14 g) wurde aus Eisessig, Aceton oder 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Kurze Nadeln vom Schmelzp. 140°, 
Sie zeigten briiunlichrote Liebermannsche Reaktion. 

5,524, 5,485 mg Subst.: 15,673, 15,397 mg CO,, 4,817, 4,746 mg H,0. 
Cutt, Ber. C 77,35 H 9,74 Gef. C 77,37, 17,26 H 9,76, 9,81. 

Oxim der 3-Ketocholensiure. 31mg Ketosiure wurden in 10 cem 
absolutem Alkohol mit je 50 mg Hydroxylaminhydrochlorid und Natrium- 
acetat 6 Stunden lang gekocht. Das so erhaltene pulverige Oxim wurde 
unter Zusatz von Wasser mehrmals aus Alkohol ausgefillt. Zersetzungs- 
punkt 188—190°. 

2,582 mg Subst.: 0,086 eem N (15°, 763 mm). 

C,,H,,0,N Ber. N 8,62 Gef. N 8,82. 

4. Apochenodesoxycholadiensaure. 0,3 g der Apochenodesoxychiol- 
siiure wurden im Hochvakuum bei ungefiihr 250° 1 Stunde lang und unter 
allmiihlicher Erhéhung der Temperatur auf 360° erhitzt, wobei innerhaib 
30 Minuten ein hellgelbes Harz vollstiindig destillierte. Ks wurde aus 
Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Kurze Nadeln vom Schmelzp. 153”. 
Ausbeute 0,18 g. Bei der Liebermannschen Reaktion fiirben sie sich 
zuerst violett, dann briiunlichrot. 

Spezifische Drehung. 0,016 g Subst. in 10 ccm absolutem Alkohol, 

t=2dm, a =+0,80° [a]? = + 93,7°. 

5,124, 4,872 mg Subst.: 15,224, 14,391 mg CO,., 4,752, 4,481 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 80,83 H 10,18 Gef. C 81,03, 80,56 H 10,38, 10,29. 


6-Cholensiure aus Apochenodesoxycholadiensiure, 70 mg 
der Choladiensiure wurden in 6 ccm Eisessig mit Platinoxyd und Wasse: 
stoff bei 28° 1 Stunde lang geschiittelt. Innerhalb 25 Minuten war bereits 
die berechnete Menge Wasserstoff aufgenommen. Aus der von Platinoxyd 
abfiltrierten Lésung wurde durch Zusatz von Wasser eine Krystallisatiou 
erhalten. Die so erhaltenen Krystalle (40 mg) wurden mehrmals aus Lis 
essig umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 141—142°. Sie addieren 
Brom und zeigen mit der f-Cholensiiure aus Apocholsiiure keine Schmelz 
punktsdepression. Liebermannreaktion gelb, dann weinrot. 

Spezifische Drehung. 0,031 g Subst. in 10 ecm Chloroform, 

l=2dm, ao=+0,31°, [a]j0° = + 40,7°. 


5,393 mg Subst.: 15,880 mg CO,, 5,159 mg H,O. 
C,,H,.0, Ber. C 80,58 H 10,83 Gef. C 80,31 H 10,71. 




















Biochemische Studien 
iiber die Gifte der Schlangengattung Bothrops. V. 


Uber den Stickstoff- und Schwefelgehalt des Bothropotoxin. 
(Kurze Mitteilung.,) 
Von 


D. v. Klobusitzky und P. Konig. 


der physikal.-chemischen Abteilung des Instituto Butantan in Sao Paulo, Brasilien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 19338.) 


Der N- und S-Gehalt der aus verschiedenen Schlangengiften 
hergestellten, gereinigten neurotoxischen Substanzen bildet den 
Gegenstand mehrerer Verdéffentlichungen. Die von Faust”) be- 
schriebenen Priiparate waren N- und S-frei, das von einem von 
uns beschriebene Bothropotoxin*) zeigte keine positive Las- 
saigne- und Nitroprussidnatrium-Probe. Dagegen haben Andere 
Micheel4), Wieland®)] sowohl die Anwesenheit von N, als auch 
von S in dem Neurotoxin verschiedener Schlangengifte durch 
uantitative Analysen festgestellt. Die letztgenannten Autoren 
nehmen sogar an, dab die im Laufe des Reinigungsvertahrens 
erlulgte Anreicherung an neurotoxischer Wirksamkeit mit einer 
unahme des S-Gehaltes verbunden ist. 

Da das oben erwiihnte Bothropotoxin, das dem internationalen 
/oologen-Kongreb (Madrid 1935) vorgelegen hat, durch ein Labo- 
‘torlumsungliick vernichtet worden ist und deshalb mit ihm keine 
uantitativen Analysen gemacht werden konnten, haben wir in 
letzten Zeit durch verschiedene Verfahren mehrere, teils wirk- 
same, teils unwirksame Priiparate aus dem Gift der Bothrops 
araraca hergestellt und dieselben quantitativ analysiert*). 
| Nachstehend geben wir die auf aschefreie Substanz bezogenen Analysen- 
taten wieder. 

Substanz IV/1937. 2,940, 2,173 mg Subst.: 3,852, 3,376 mg CO,, 
L411, 1,224 mg H,O. — 2,807 mg Subst. verbrauchten bei Kjeldahl- 


SQ 


*) Alle Analysen fiihrte A. Friedrich-Wien durch, dem wir auch 
' cheser Stelle bestens danken. 








Il D. v. Klobusitzky und P. Konig, 


Bestimmung mit vorangehendem AufschluB in dem Mikro-Bombenrohy 
mit HJ 1,17 cem n/50-Siiure. — 3,311 mg Subst. verbrauchten bei [e. 
stimmung wie oben 1,39 cem n/50-Siure. — 2,458, 2,159 mg Subst. in der 
Mikro-Carius-Bestimmung gaben keine Sulfatfillung. — 2,225 mg Subst. 
verascht mit Soda-Salpeterschmelze, 2,615 mg Subst., verascht mit konzen- 
trierter H,SO, + HNO, + H,O, bei nachtriglicher Fallung mit Molybdat- 
reagens, gaben in 36 Stunden keine Fiillung. 
Gef. C 42,19, 42,38 H 6,34, 6,18 N 11,68, 11,76 
S 0,00, 0,00 P 0,00, 0,00. 

Substanz V/1937. 2,234, 2,632 mg Subst.: 3,122, 3,412 mg CO,, 1.258, 
1,255 mg H,O. — 2,128 mg Subst. verbrauchten bei Bestimmung wie oben 
0,91 cem n/50-Siure. — 2,944 mg Subst. in S-Bestimmung wie oben, 3,270 
Subst. in P-Bestimmung wie oben: beide vollkommen negativ. 

seide Substanzen stammten aus dem gleichen Ausganys- 
material (kleinste tédliche Dosis — k.t.D. — an Tauben durch 
intravenése Injektion bestimmt: 0,18 mg) und wurden durch unser 
friiher beschriebenes Verfahren ®) hergestellt. Beide waren gleic! 
zeitig dialysiert und Substanz IV ist derjenige Anteil, welcher bei 
den wiederholten Fallungen mit Athanol in der Lésung zuriick- 
bleb (der ausgefallene Anteil war so gering, daB er fiir Analyse 
nicht ausreichte). Substanz V ist die wiihrend der Dialyse aus- 
gefallene Menge. Die k.t. D. von IV war 0,05 mg, dagegen war V 
vollkommen unwirksam (an aschefreien Substanzen bestimmt. 
Beide Substanzen enthielten viel Asche (IV: 25,78, 25,50 °/, 
V: 19,79 °/,). Wir sahen uns nimlich gezwungen, die Dialyse 
friihzeitig abzubrechen, da — wie wir es 6fters erfahren muBten 
die Substanzen wiihrend der Dialyse hiiufig an Wirksamkeit selir 
viel einbiiBen. Kin anderes von uns hergestelltes Priiparat, «das 
dialysiert und elektrodialysiert war, enthielt nur 7,75°/, Asche, 
dagegen aber 4,96°/, S und 14,72°/, N und zeigte keine An- 
reicherung an neurotoxischer Wirksamkeit. 

Da wir tiber unsere, auf diesem Gebiet durchgefiihrten Unter- 
suchungen bald ausfiihrlich berichten werden, wollen wir an dieser 
Stelle nur darauf hinweisen, daB unser wirksamstes, bereits er- 
wihntes Bothropotoxin!) 5,5 mal wirksamer war als das Aus- 
gangsmaterial. Die Anreicherungen, die von Faust, Michecl, 
Wieland erreicht worden sind, bewegen sich auch ungefiihr 


{= 


diesem Bereich (4—5 mal). Dagegen — wie wir es schon friiler 
betont haben’) — erreicht das Bothropotoxin nicht die 


Wirksamkeit eines ganz frischen Schlangengiftes, so dab 
man nur yon einer relativen aber nicht von einer absoluten kr- 
héhung der Wirksamkeit sprechen kann. Dieser Umstand 1st 
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' ff insofern wichtig, weil die meisten Fachgenossen nicht in der 
Lage sind, ganz frische Schlangengifte auf ihre neurotoxische 
Wirksamkeit zu priifen und sie daher nicht feststellen kénnen, 
ob die von ihnen erreichte Zunahme der Wirksamkeit im Ver- 
cleich mit frischem, nativem Gift auch eine Steigerung bedeutet 
oder nicht; dadurch kénnen irrefiihrende Schlubfolgerungen ent- 
stehen. 


In bezug auf das Gift der Bothrops jararaca steht auf 


8, Grund der obigen Analysen fest, daB das Bothropotoxin 
0 — schwefelfrei ist und daB die Anreicherung an Wirksam- 


p keit in gar keinen Beziehungen zu dem S-Gehalt steht. 
Ob das reine Neurotoxin N-haltig oder N-frei ist, ]iBt sich 
vorliufig nicht entscheiden, da wir aus den oben angetihrten 





1 — Griinden — keines der bisher beschriebenen Priiparate fiir das 
r chemisch reine Neurotoxin halten. 
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